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Marcadores fluorescentes coloidais: conceitos e aplicacdes

Colloidal fluorescence markers: concepts and applications

Débora Cristina Olsson'™ Ney Luis Pippi" Alceu Gaspar Raiser" Graziela Kopinitis de Oliveira™
Tiago Luis Eilers Treichel" Fabiano Zanini Salbego'

-REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

Os nanocristais coloidas ou quantum dots sao
pontos quanticos e semicondutores na forma coloidal. Eles
tém sido responsaveis por um grande volume de pesquisas,
seja no ambito da ciéncia bésica ou aplicacdes em campos
diversos como sonda luminescente, dentre eles a biotecnologia.
O dominio das metodologias desses pontos quanticos é o
primeiro e fundamental passo para futuras aplicagdes como
biomarcadores em sistemas bioldgicos, in vitro e in vivo, devido
a vantagens em relacéo aos fluoréforos organicos. O objetivo
deste artigo é realizar uma breve revisdo sobre marcadores
biol6gicos nanocristais e sua importéncia nas pesquisas
bioldgicas.

Palavras-chave: nanocristais, quantum dots, biomarcadores,
flourescéncia.

ABSTRACT

The nanocrystals are quantum dots and
semiconductors in aqueous solution. They have been responsible
for a large volume of research, either within the basic science
and which can be applied in diverse fields such as luminescent
probe, among them biotechnology. The field of these quantum
dots methodologies is the first and fundamental step for future
applications as biomarkers in biological systems in vitro and
in vivo, due to advantages over organic fluorophores. This
article aims to conduct a review of biological markers
nanocrystals and their importance in biological research.

Key words: nanocrystals, quantum dots, biomarkers,
fluorescence.

INTRODUCAO

Para investigar as células e os processos
celulares, é muito importante visibilizar as estruturas e
compartimentos moleculares que estdo envolvidas na
sua biogquimica. As células sdo quase transparentes a
luz microscépica individual e, geralmente, ndo ha
possibilidade de observacdo direta dos
compartimentos moleculares (MICHALET etal., 2005).
Neste caso, as estruturas de interesse sdo identificadas
com marcadores que possibilitem essa observagédo
direta através de microscopia avancada (AZZAZY et
al., 2006).

A busca por métodos fluorescentes capazes
de detectar cada vez menores quantidades de
biomoléculas sofreu muitos avangos nos ltimos anos
(GWINN & VALLYATHAN, 2006). No entanto, foi com
0 advento da nanotecnologia que as perspectivas para
a utilizacdo de nanoparticulas em diagndsticos de
doencas tornaram-se a principal promessa das
pesquisas médicas, principalmente com os estudos que
envolvem administracdo de medicamentos, terapia e
investigacdo genética, marcagdo molecular e métodos
de deteccdo dptica, desencadeando uma revolucao
molecular (BORM, 2006).

A nanotecnologia é interdisciplinar e os
avancgos de vanguarda indicam a possibilidade de

'Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), 88520-000, Lages, SC, Brasil.

E-mail: oldeby@yahoo.com.br. *Autor para correspondéncia

"Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.
"Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), Fortaleza, CE, Brasil.

Recebido para publicacéo 18.07.10 Aprovado em 27.02.11 Devolvido pelo autor 12.11.11

CR-3852



1044 Olsson et al.

reprodugdo e estruturacao natural de grandes moléculas
(BAKER & MAUCK, 2007). Esse desenvolvimento
permite o melhor entendimento sobre o metabolismo
molecular que transforma energia quimica em
movimento sem praticamente nenhuma perda de
energia (DU, 2006).

Os pontos quénticos semicondutores
possuem um raio geralmente na escala de 10 a 100A
(MICHALET etal., 2005), cujas propriedades 6pticas
sofrem o efeito do confinamento quéntico, capaz de
mudar ou controlar completamente 0 comportamento
optico das moléculas, através de medidas de absorcao
(MARSH etal., 2007). Além das aplicacdes na area da
tecnologia de informacdo, os pontos quanticos
encontram aplicag6es na area de biotecnologia, que
vém ganhando cada vez mais espaco no mercado
tecnolégico (SUKHANOVA et al., 2007). A utilizagdo
dos pontos quénticos coloidais como marcadores
fluorescentes (SZENT-GYORGVI et al., 2008) sé ocorre
porque ha comprometimento do marcador com a
permeabilidade do plasma da membrana celular, por
endocitose e quimiotaxia, e ndo provoca efeitos
deletérios na fisiologia normal endocitica (AZZAZY et
al., 2006).

Na geracdo atual, os marcadores
fluorescentes sdo feitos de pequenas moléculas de
corantes, amplamente utilizados, desde a decodificagdo
do DNA ao auxilio no diagnéstico de infeccdes
(MARSH et al., 2007). Os corantes organicos,
entretanto, podem ser tdxicos e sofrer desgaste rapido.
Além disso, a geragdo da luminescéncia requer o
bombeio da molécula em ressonancia, o que leva a
situacdo tipica em que cada corante € excitado por
fétons em comprimentos de ondas diferentes (SZENT-
GYORGVIletal., 2008).

Os pontos quanticos coloidais ou
nanocristais, por outro lado, ndo sdo toxicos e sua
fluorescéncia continua ativa por um tempo 100 vezes
maior, comparado aos corantes organicos (MARSH et
al., 2007). Todos os pontos quanticos podem ser
excitados por um Unico laser luminoso, permitindo a
observacdo de diferentes compostos dentro de uma
célula simultaneamente ou podem se ligar as moléculas
misseis, dirigidos a alvos moleculares especificos no
interior das células ou seus ndcleos (SZENT-GYORGVI
etal., 2008).

Os nanocristais podem ser observados
utilizando qualquer microscopia fluorescente, de
epifluorescéncia, inclusive confocal e multifocal. No
entanto, ao contrario dos fluor6foros convencionais,
um Unico comprimento de onda da luz pode ser utilizado
para excitar diversos semicondutores (SIMBERG et al.,
2007). Quando colocados sob uma fonte de luz, os
pontos quanticos brilham como sinais de neén e seu
brilho dura até 48 horas (BORM, 2006). Além do mais, a

fluorescéncia do nanocristal pode ser detectada por
pelo menos quatro geracdes celulares, sendo que
algumas células podem permanecer marcadas por até
duas semanas. Esse tempo é suficiente paraacompanhar
até mesmo um virus ou uma mitose celular ao longo de
um processo bioldgico (DONALDSON et al., 2007).

A cor emitida pelos pontos quénticos pode
ser alterada controlando-se o seu tamanho. Os pontos
pequenos emitem luz azul, verde ou amarela e pontos
maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza
(SIMBERG etal., 2007). Entretanto, nessas pesquisas,
ha limitagdes na tecnologia. Por exemplo, a luz ndo
penetra profundamente no organismo, o que tornaria o
método vidvel apenas para doengas de pele ou tecido
muito superficial (ITO etal., 2004). Os pontos quénticos
também tém uma natureza oleosa, o que dificulta sua
interacdo com 0s organismos vivos. Esses sdo alguns
dos desafios que o pesquisador tera de vencer antes
de tornar a nova tecnologia Gtil na rotina pratica
(GWINN & VALLYATHAN, 2006).

Nanomedicamentos

A aplicagdo da micro e nanotecnologia para
0 desenvolvimento de medicamentos inteligentes tem
recebido grande interesse por parte da comunidade
cientifica e de empresas dos setores farmacéuticos e
de biotecnologia. 1sso pode ser documentado pelos
recentes avancgos cientificos e tecnoldgicos que
permitiram o registro e comercializacdo de
medicamentos mais eficazes e seguros (SIMBERG et
al., 2007).

As pesquisas nesta area concentram-se em
trés frentes principais: a) o dominio de tecnologia de
producdo de biofarmacos pela tecnologia
recombinante, associando esses produtos a micro e
nanocarreadores, visando a melhorar a cinética de
liberacdo para atingir um alvo especifico
(HARISINGHANI et al., 2007); b) o estudo de
biocompatibilidade e de biosseguranca de
nanomateriais desde as etapas de producao, logistica
de estudos pré-clinicos e clinicos, além da
comercializagdo (MEDINA et al., 2007); ¢) a aplicagdo
de nanomedicamentos na prevencdo e tratamento de
doencas de grande impacto econdmico e social e a
conducdo de estudos clinicos em animais e humanos
por meio de uma rede de relacionamentos envolvendo
diferentes fatores bioldgicos (WITTMAACK, 2007),
incluindo a detec¢do de alteragdes celulares na entrega
da droga alvo e prognéstico de acompanhamento
terapéutico (HARISINGHANI etal., 2007).

Nesta area, as propostas ddo énfase ao
estudo de sistemas bioldgicos, usando-se as
ferramentas como a pinga Optica e a microscopia de
desfocalizacdo. Com essas ferramentas, pode-se
estudar e manipular células em tempo real e observa-
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las desempenhando suas fun¢des (BORM, 2006). A
pinca Optica é uma ferramenta de micromanipulagéo
com um sensor de forca na escala de picoNewton,
apropriado para se medir propriedades mecénicas de
biomoléculas (WITTMAACK, 2007). Com a
microscopia de desfocalizacdo, podem-se medir, em
tempo real, flutuacdes da superficie de células e o
emprego dessas técnicas permite obter informagoes
sobre motilidade de parasitas, adesdo celular em células
neuronais, efeitos de pressdo sobre neurénios,
fagocitose de parasitas por macréfagos, entre outras
aplicacBes. De uma maneira geral, o objetivo do uso
dessas técnicas é o de relacionar propriedades
mecanicas das células com suas funcdes celulares
(AAGAARD & ROSSI, 2007).

Marcadores fluorescentes GFPs (Green Fluorescent
Protein)

A GFP é uma proteina verde florescente que
emite luz verde quando é excitada por uma luz azul e
tornou-se uma ferramenta valiosa na investigagdo em
biologia celular (KADDUR et al., 2008). As GFPs sdo
homdélogas e coloridas, sendo constituidas por
proteinas pequenas e compactas, formando uma
estrutura denominada cilindro-p e que espontaneamente
geram fluordforos (WITTMAACK, 2007). Devido as
cores brilhantes, que cobrem todo o espectro visivel,
essas proteinas sdo usadas extensivamente como
ferramentas de pesquisa (AAGAARD & ROSSI, 2007).
As varias cores sdo originadas de uma entidade
fluorescente que é gerada no interior da proteina
através da modificacdo covalente de trés residuos de
aminodacidos consecutivos, 0s quais fazem parte da
cadeia polipeptidica, que obtém sua conformacao
tridimensional nativa para se tornar visivelmente
fluorescente (HARTING etal., 2008).

Aexisténcia da GFP, proveniente da medusa
do pacifico Aequorea victoria, em associagao proxima
com uma luciferase, foi descrita pela primeira vez por
SHIMOMURA (1979). O gene entdo foi clonado a partir
do cDNA da medusa (AAGAARD & ROSSI, 2007) eo
fluoroforo quimicamente caracterizado
(WITTMAACK, 2007). A estrutura tridimensional da
proteina foi determinada em 1996 por cristalografia de
raios X, e as propriedades fisicas e bioquimicas do
cromoforo foram caracterizadas em detalhe durante a
Gltima década (HARTING etal., 2008).

Ha alguns anos, uma série de proteinas
semelhantes & GFP foi encontrada e seu DNA clonado
(AZZAZY etal., 2006) e, em alguns desses homélogos,
foi encontrado um sistema cronométrico, que foi
modificado a partir do estagio verde presente na GFP
(HARISINGHANI et al., 2007), sugerindo que a GFP
pode representar um dos sistemas mais simples e com
0 menor nlmero de etapas quimicas necessarias para a
maturacao do cromoforo (KADDUR et al., 2008).

A familia das GFPs tem profundo impacto
na versatilidade das técnicas disponiveis para a
biologia molecular, inclusive para o estudo de doencas
como o cancer, problemas de desenvolvimento, defeitos
genéticos e contaminacdes virais (HARTING et al.,
2008). A grande variedade de genes codifica tipos
celulares, em particular quando utilizadas em conjunto
com microscépios fluorescentes (GWINN &
VALLYATHAN, 2006). Um exemplo importante da
versatilidade foi descrito num artigo a respeito da
implantacdo de células-tronco (CT) embrionérias,
derivadas de ratos geneticamente transformados com
GFP, em ratos normais (SZENT-GYORGV I etal., 2008).
O resultado da implantacéo das CT pdde ser monitorado
e acompanhado visualmente por fluorescéncia a partir
desses marcadores (WITTMAACK, 2007).

Uma técnica denominada iluminacdo de
proteinas foi recentemente utilizada para observar o
deslocamento de moléculas de sinalizagéo intercelular
entre o nucleo e o citoplasma, empregando uma proteina
fluorescente com propriedades fotocrémicas
reversiveis (JARES-ERIJIMAN & JOVIN, 2006). Tais
experimentos de biologia celular permitem visualizar e
estudar biologia com uma precisdo revolucionaria,
tanto no tempo quanto no espaco, e sua realizagéo se
fundamenta na propriedade das GFPs de atuarem como
sondas néo invasivas (KADDUR et al., 2008).

Em todas as GFPs caracterizadas até hoje,
percebeu-se que requerem pelo menos um evento
oxidativo nas suas etapas de fluorescéncia (HARTING
etal., 2008). Para gerar o cromdforo verde presente na
GFP madura, 0 mecanismo necessita de um ciclo, uma
desidratacéo e uma oxidacéo (WITTMAACK, 2007).
Independentemente da cor final da proteina, o ciclo de
um peptideo da cadeia principal parece exercer um papel
central na biossintese do cromdforo. Esta reacdo de
condensacao ocorre antecipadamente no processo de
formagdo do cromoforo, iniciando o processo de
modificacdo covalente e parece ser comum a todas as
GFPs (HARTING et al., 2008).

Fendmenos bioldgicos se baseiam nos
processos fisico-quimicos fundamentais de ligacao
molecular, associacdo, mudanca conformacional,
difuséo e catalise. A estrutura hierarquica estabelecida
em nivel das organelas, células, tecidos e organismos
sdo atribuidos através de uma extensa rede de
mecanismos em cascata e de realimentagdo, baseados
nessas reacdes (BAKER & MAUCK, 2007). Portanto,
para se compreender a bioquimica da célula, é
necessario elucidar as distribuices e os estados
funcionais das moléculas constituintes (HARTING et
al., 2008).

A microscopia de fluorescéncia é
perfeitamente adequada para essa tarefa por gerar
contraste ao explorar as muitas manifestacdes da
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emissdo de luz: sensibilidade, seletividade e
modulacdes nos estados elétrico fundamental e
excitado. Além disso, a transferéncia de energia por
ressonancia (FRET) é um composto que prové sinais
sensiveis a distancias intra e intermoleculares no
intervalo entre 1-10nm. Portanto, a frequéncia da FRET
é capaz de explorar interagGes moleculares e
conformagdes com uma resolucdo que supera o limite
inerente da microscopia otica convencional (JARES-
ERIJMAN & JOVIN, 2006). A determinac&o direta do
tempo de vida da fluorescéncia prové uma das mais
diretas medidas da transferéncia dessa energia da
fluorescéncia, sendo uma técnica relativamente
insensivel a variag¢des na concentragdo e no caminho
otico (HARTING etal., 2008).

Anisotropia de marcadores fluorescentes

Fundamentalmente, nanocristais fluoréforos
absorvem f6tons de luz e reemitem com um comprimento
de onda diferente. Essas particulas proveem
luminosidade e fluorescéncia fotoestavel que podem
ser observadas por horas em tecidos marcados e ainda
podem ser arquivados permanentemente em quase
todos os tipos de material de interesse biolégico
(PARAK et al., 2005). A medicdo da anisotropia da
fluorescéncia prové uma poderosa ferramenta a
bioquimica, pois, sob excitagdo com luz polarizada, a
emisséo de diversas amostras também é polarizada. A
extensdo da polarizacdo da emissdo € descrita em
termos da anisotropia (DONALDSON et al., 2007).

A origem da anisotropia reside na existéncia
de momentos de transi¢do para a absorgao e emissao
de luz com diregdes especificas dentro da estrutura do
fluoréforo (JARES-ERIJIMAN & JOVIN, 2006). A
anisotropia pode ser diminuida por fatores externos
gue atuam durante o tempo de vida do estado excitado
do marcador. Estes incluem difusdo rotacional do
fluoréforo e FRET entre os fluor6foros. Ambos os
processos resultam em um deslocamento adicional do
oscilador da emisséo e, portanto, menor anisotropia
(LAKOWICZ, 2006).

No Caso da GFP, o tempo de vida da
fluorescéncia é muito menor do que o tempo de
correlagdo rotacional (KADDUR et al., 2008), de modo
gue a difuséo rotacional provoca reduzido efeito sobre
o valor da anisotropia desta proteina. Por outro lado,
um evento de transferéncia de energia ndo radiativa
pode impor uma reducdo significativa ao valor inicial
da anisotropia (LAKOWICZ, 2006). A emissdo do
receptor, devido a transferéncia de energia, é altamente
despolarizada porque a orientacdo da luz emitida ndo é
completamente restringida pela polarizagéo da excita¢do
(GWINN & VALLYATHAN, 2006), 0 que permite obter
mensuracdo de FRET com alta sensibilidade e contraste.
Esta abordagem tem também a vantagem de eliminar

falsos positivos, porque artefatos resultam no aumento
daanisotropia (LAKOWICZ, 2006).

FRET entre proteinas marcadas e nanocristais
fluorescentes

A deteccdo precisa de particulas e a
interagdo entre uma molécula alvo com uma proteina,
num processo de reconhecimento biol6gico, geralmente
esta associada a uma mudanga na conformacao desta
proteina como resposta a ligagdo. O desenvolvimento
de sistemas de reconhecimento sensiveis a tais
mudancas sdo capazes de sinalizar o acontecimento
celular, sendo foco da atencdo de varios grupos de
pesquisa (DONALDSON et al., 2007). Estudos
envolvendo FRET entre uma molécula fluorescente
doadora ligada ao alvo e uma molécula receptora ligada
a uma proteina tem sido utilizados para estudar
mudancas na conformagao de proteinas e também como
resposta a mudancas nas condigdes da solugéo aquosa
(PARAK et al., 2005). O FRET ja tem sido usado
extensivamente em aplicac@es bioldgicas, entretanto,
medidas, tais como 0 monitoramento da dindmica de
uma proteina sob extensos periodos e o continuo
monitoramento de toxinas ou pequenas moléculas sob
condicdes reais, continuam dificeis de observar
guando séo utilizados marcadores organicos (GWINN
& VALLYATHAN, 2006).

Marcadores orgéanicos geralmente
apresentam espectro de absor¢do estreito e emissao
ampla, além de limites muito baixos de fotodeterioragao.
Essas limitagGes sdo especialmente problematicas no
desenvolvimento de ensaios em que varias moléculas
sdo analisadas simultaneamente, em particular devido
a sobreposicdo dos espectros de emissao (PARAK et
al., 2005).

A partir do desenvolvimento das reacles
de sintese quimica de precursores organometalicos,
foram alcancados importantes avangos para
aperfeicoar as propriedades de fotoemissdo dos
marcadores nanocristais coloidais, aumentando o
interesse na compreensdo das propriedades fisicas
fundamentais e no desenvolvimento de aplicagdes que
fizessem uso das caracteristicas Unicas desses
materiais (OLIVEIRA et al., 2009), como o
desenvolvimento de células solares, baseados em
marcadores com bioluminescéncia (HUYNH etal., 2002),
e a utilizacdo de nanomarcadores coloidais como
marcadores em aplicagdes biotecnoldgicas (PARAK
etal., 2005).

Para sinaliza¢Bes bioldgicas, os marcadores
nanocristais apresentam propriedades oticas e
espectroscdpicas Unicas, possuindo varias vantagens
com relacdo aos marcadores organicos, inclusive em
ensaios envolvendo imunofluorescéncia e FRET
(AAGAARD & ROSSI, 2007). Os nanocristais
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apresentam propriedades de absor¢cdo e emissdo
moduléveis, em funcéo do didametro da particula. 1sso
se deve ao efeito de confinamento quéntico dos
transportadores de carga elétricas (OLIVEIRA et al.,
2009). O amplo espectro de absor¢do permite a
excitacdo simultanea de varias populacdes de
nanocristais a0 mesmo tempo. Além disso, avangos na
cinética eletroquimica da superficie ampliam
substancialmente a eficiéncia quéntica do nanocristal
em relacdo ao contato com a membrana do ndcleo
celular, potencializando a eficiéncia quantica, quando
comparavel aos marcadores organicos GFPs (BAKER
& MAUCK, 2007).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos
para dispersar 0s nanocristais em meio aquoso, para
aplicacdo em bioquimica (PARAK et al., 2005). A
fisiologia da superficie dos marcadores coloidais
permite a formacdo de nanocristais-bioconjugados que
podem se ligar especificamente a moléculas alvo e
formar complexos estaveis. Desse modo, os marcadores
nanocristais coloidais tém sido utilizados com sucesso
na visibilizagdo de células, ensaios imunoldgicos e
hibridacdo de DNA (MICHALET, etal., 2005).

Aplicacgdo de nanocristais coloidas em pesquisas

Nos udltimos anos, os marcadores
nanocristais tém sido testados em muitas aplicacdes
biotecnolégicas que utilizam fluorescéncia, incluindo
atecnologia de ensaios de DNA e imunofluorescéncia
de células de origem animal. Alguns dos primeiros e
mais bem sucedidos testes utilizaram esses marcadores
fixados em imunofluorescéncias para sinalizacéo de
células e tecidos; imunocoloragdo da membrana de
proteinas (SUKHANOVAet al., 2007), fluorescéncia de
microtibulos (AKERMAN et al., 2002), de actina
(SZENT-GYORGVI et al., 2008), de antigenos nucleares
e fluorescéncia para hibridizacdo in situ em
cromossomos (MICHALET etal., 2005).

Esses marcadores tendem a ser mais
brilhantes do que corantes, devido a efeitos compostos
de coeficientes de extingdo que sdo de uma ordem de
grandeza maior que as da maioria dos corantes
(DANESHVAR etal., 2008). Os nanocristais apresentam
comparavel rendimento quéntico e saturagao dos niveis
de emissdes e luz (MEDINA et al., 2007), no entanto, a
sua principal vantagem reside na sua resisténcia a
luminescéncia durante longos periodos de tempo
(minutos/horas), permitindo a aquisi¢cdo de imagens
bem contrastadas (MICHALET etal., 2005).

Com isso, a nanotecnologia atual
apresentou um profundo impacto sobre ampla
possibilidade de aplicacBes, portanto, trazendo
beneficios em muitos aspectos da vida. Recentemente,
pesquisadores estudaram a possibilidade de
acompanhar a migracéo celular embrionéaria ou adulta a

partir da fluorescéncia refletida pelos nanocristais de
suas células descendentes, depois de implantado em
um organismo adulto (HARISINGHANI et al., 2007).
Uma das maiores dificuldades nessa area é a marcacao
das células para ser transplantadas e estudos anteriores
sobre o destino in vivo apds transplante sdo
controversos e dificeis de aplicar, devido as limitagGes
técnicas. Aidentificagdo de CT é realizada por meio de
marcadores de superficie celular (KIRSCHSTEIN, 2001).
Contudo, ASAHARA et al. (1997) comentam que a
maior dificuldade no isolamento e caracterizacéo de
diferentes tipos celulares ocorre devido a auséncia de
marcadores antigénicos especificos bem determinados.

Com os atrativos da técnica por
nanomarcadores, OLIVEIRA et al. (2009) obtiveram
sucesso na identificacdo de CT mesenquimais in vivo,
utilizando esses marcadores que foram transplantados
em infartos de micardio experimental em suinos. A
técnica desenvolvida permitiu o rastreamento das
células e o estudo da migracdo com fotodegradacao
reduzida em longo prazo.

STEPHENS & ALLAN (2003)
desenvolveram um método para produzir cultura em
alta densidade utilizando nanoparticulas magnéticas
para promover expansdo das CT mesenquimais. As
particulas magnéticas variam em tamanho de
nandmetros a micrdmetros e a Unica caracteristica é a
sua reagdo a forca magnética, que é atraida por alta
densidade. Esse recurso é utilizado para realizar a
biosseparacéo, incluindo células de triagem. Neste
estudo, as forcas magnéticas foram usadas para mover
as CT mesenquimais marcadas com nanoparticulas e
mantidas in situ para cultiva-los em alta densidade.
Foram investigadas as aplicabilidades e a proliferagéo
celular in vitro durante 17 dias em média com inducao
osteogénica. As CT mesenquimais magneticamente
marcadas por nanoparticulas foram enriquecidas
usando imds resultando em uma densidade muito mais
elevada do que a utilizada em cultura (densidade
cultivada, 18cels cm?). Quando elas foram semeadas
em alta densidade usando nanoparticulas, houve um
aumento celular de cinco vezes o numero,
comparativamente a cultura preparada sem
nanoparticulas.

Resultados como esses sugerem que
culturas usando nanoparticulas magnéticas podem ser
utilizadas de forma eficiente e segura para expandir CT
mesenquimais para a aplicacdo clinica (GWINN &
VALLYATHAN, 2006). A avaliacdo da imagem luminosa
ocorre por alta fotoestabilidade e excita¢do de um tnico
comprimento de onda (AZZAZY etal., 2006). Aimagem
molecular permite detectar, quantificar e exibir as
alteragdes moleculares das células que acontecem in
vivo e invitro (STEPHENS & ALLAN, 2003) e as sondas
fluorescentes bioldgicas sdo utilizadas devido as suas
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gualidades inertes e a capacidade de interagir sem perda
de sensibilidade em uma variedade de reacdes
celulares. A gama dindmica de nanoparticulas, com
didmetros inferiores a 100nm, com sondas associadas
as moléculas de peptideos, anticorpos ou acidos
nucléicos para deteccdo de reacdo celular os torna
ferramentas ideais para exibir a quantificaco de reacdes
moleculares in vivo (MARSH et al., 2007).

As habilidades dos nanomarcadores para
monitorar intera¢@es ultra-estruturais em continuidade
os tornam ideais para aplicagdes em terapias. Além
disso, o potencial de revestimento de nanomarcadores
com os anticorpos, colageno e outras micromoléculas
torna-se biocompativel para uso em diagnéstico. Um
crescente de estudos sobre diagnostico de detecgao
molecular tem sido publicado em estudos sobre
fibroblastos utilizando camundongos. SZENT-
GYORGV!I etal. (2008) mostraram que as hanoparticulas
eram mais fluorescentes que os marcadores fluoréforos
convencionais. PARAK et al. (2005) também
observaram que os marcadores semicondutores
coloidais com base imunofluorescente sdo mais
eficientes que marcadores de superficie celular e tém
grande eficiéncia para marcacdo de citoesqueleto,
nucleo e outras organelas intracelulares. Eles também
demonstraram que pontos quanticos coloidais
bioconjugados sdo valiosos para monitoragdo e
imagiologia do DNA in vivo.

GAO et al. (2004) relataram que na
imagiologia do cancer, em estudos em animais in vivo
com pontos quanticos, ocorre captagdo, conservagao
e distribuicdo desses marcadores principalmente no
figado, bago, cérebro, coracdo, rins e pulmdes em ordem
decrescente. Esses avancos ha nanomedicina oferecem
a possibilidade de novas oportunidades na detec¢do
precoce do diagndstico para o tratamento de doencgas
e, sem duavida, a nanotecnologia terd um profundo
impacto sobre um grande nimero de aplica¢des médicas
mais baratas e seguras (MEDINA et al., 2007).

Um dos principais desafios da indUstria é a
falta de informacéo sobre os eventuais efeitos
negativos sobre a salde e meio ambientes causados
pela exposicdo a diferentes nanoparticulas. Orgaos
governamentais devem desenvolver campanhas de
orientacGes de seguranca para a nanotecnologia
industrial e farmacéutica, incluindo o fabrico, o controle
da exposicdo ao material, controle ambiental e liberacdo
de nanoparticulas, seus riscos e avalia¢bes para
promover a nanotecnologia na sua economia
(DONALDSON etal., 2007). Afavor dessa tecnologia
estd a engenharia tecidual, no que concerne o
desenvolvimento de produtos para a medicina
(AAGAARD & ROSSI, 2007), porém, esta revolugao
gue atualmente encontra-se na vanguarda podera

produzir mudangas e efeitos positivos e negativos na
salide e meio ambiente (SIMBERG et al., 2007).

Terapia utilizando nanocristais em Medicina Veterinaria

O numero de pesquisas visando as terapias
regenerativas utilizando CT tem aumentado
consideravelmente nos Gltimos anos no Brasil. Estudos
recentes vém sendo realizados, descrevendo a utilizacéo
alégena e autdgena das CT para a reparacao de diversos
tecidos. A grande aplicagcdo em Medicina Veterinaria
deve-se também a geracéo de modelos experimentais
aplicaveis em paciente humanos.

Pesquisadores do Programa de Pds-
graduacdo em Medicina Veterinaria de Santa Maria
(UFSM) estdo utilizando CT adultas in vivo e
cultivadas, colhidas da medula dssea na regeneracgao
de lesdes provocadas cirurgicamente em tecidos com
variados graus de vascularizagdo, em trabalhos
experimentais e aperfeicoando protocolos de
transplantes destas nas lesdes com finalidades
terapéuticas. Tendo em vista as dificuldades expostas,
0s grupos de pesquisa estdo utilizando
nanomarcadores Qtracker 655 com objetivo de
identificaco e quantificagdo de CT in vivo e in vitro
precedendo a inoculacdo tecidual e posteriormente
durante as fases de cicatrizacéo.

OLSSON (2009) confirmou a identificacdo
por imprint fluorescente de células mononucleares da
medula éssea, por influéncia de nanocristal, quando
inoculadas, sem alterar a viabilidade das células no
botdo celular antes do implante tecidual e durante o
processo de regeneracao de tenddo calcaneo de cées,
durante o periodo de sete dias de evolu¢do. TOGNOLI
et al. (2009) concluiram que os nanocristais sdo
marcadores eficientes para avaliar a curto prazo de
tempo a presenca de CT mesenquimais, quando
administradas pela via subconjuntival no tratamento
experimental de Ulcera de cornea por substancia de
carater basico em cées.

OLIVEIRA etal. (2010) investigaram, através
de microscopia Optica com luz fluorescente, a
luminescéncia de CT colhidas da medula 6ssea e
transplantadas ap6s isolamento em defeito dsseo tibial
experimental em cdes. Concluiram que os marcadores
fluorescentes Q-tracker sdo Uteis na identificacdo de
CT mesenquimais em tecido 6sseo, analisadas durante
uma semana. O tempo de analise foi determinado com
base no comportamento dos nanocristais que perdem
sua fluorescéncia ao longo do tempo. Esse tempo se
mostrou satisfatdrio, pois as células ainda estavam
fluorescentes. No presente trabalho, optou-se pela
utilizacdo do marcador nanocristal Qtracker-665, pois,
de acordo com PARAK et al. (2005), este marcador
possui a capacidade de marcar quase todo tipo de
material de interesse bioldgico.
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Seguindo as recomendacgdes de OLIVEIRA
etal. (2010), SALBEGO (2010) detectou fluorescéncia
em 100% das analises que fez em enxerto ou implante
homadlogo, na correcdo de defeito dsseo segmentar
femoral em cdes, associado & inoculagdo da fragdo total
de células mononucleares da medula 6ssea, porém com
diferentes graus de intensidade. Os resultados obtidos
foram similares aqueles concluidos por OLIVEIRA et
al. (2010) e OLSSON (2009), na marcagdo da fracdo de
células com 0 mesmo marcador. No estudo, os autores
verificaram que o nanocristal Qtracker-655 é realmente
eficiente na marcacéo celular, embora seu tempo de
viabilidade como marcador seja relativamente curto,
ndo permitindo 0 acompanhamento da atividade celular
por periodos mais prolongados. Também concluiu que
ndo se pode afirmar que as células marcadas emitem
fluorescéncia ap6s uma semana de sua inoculagdo no
foco da fratura. E possivel que a fluorescéncia detectada
a microscopia, ap6s sete dias de observacédo, seja
proveniente de células mortas localizadas no interior
de fagocitos em atividade no foco de fratura ou na
necessidade de uma analise mais profunda da
fluorescéncia celular em microscopia multifocal.

CONSIDERAGOES FINAIS

A marcacdo celular com nanocristais é uma
alternativa diagndstica promissora, pois a possibilidade
de detecgdo precoce de doencas pelo método da
fluorescéncia aumenta a expectativa de vida tanto em
humanos, quanto em animais. As recentes descobertas
da nanotecologia sobre o comportamento especifico
da cromatografia por bioafinidade celular revelou-se
um método simples e preciso, consequentemente,
adequado a rotina laboratorial, aumentando as
perspectivas terapéuticas. Contudo, essa possibilidade
deve ser considerada com entusiasmo e cautela, visto
gue a nanotecologia é uma ciéncia em crescente estudo,
sendo importante que as analises sejam realizadas em
longo prazo.
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