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RESUMO

A leucemia é uma doenca mieloproliferativa caracterizada por sintomas como
anemia, perda de peso, letargia e sangramento anormal. O imatinibe € um dos
medicamentos de escolha para o tratamento e tem como alvo a proteina BCR-ABL,
uma tirosina quinase que promove a translocagdo dos cromossomos 9 e 22. O
tratamento da leucemia ainda encontra grandes desafios como a incidéncia elevada
de efeitos adversos e a falta de especificidade dos medicamentos. Diante disso,
diversos estudos tém utilizado nanoparticulas, incluindo os pontos quanticos de
grafeno (Graphene quantum dot — GQD), no carreamento de farmacos
guimioterapicos promovendo um aumento da especificidade e diminuicdo dos efeitos
toxicos. Diante disso, esse trabalho teve como objetivo decorar o GQD com o
imatinibe formando a nanoparticula GDQ@imatinibe para avaliar a sua atividade em
células leucémicas. Assim, o GQD foi sintetizado e conjugado ao imatinibe por meio
da funcionalizacdo de carbodiimida. A associacdo foi confirmada por meio de
espectroscopia de infravermelho e a toxicidade do conjugado foi testada em
linhagens celulares (RPMI 8226 e NCI-ADR/RES). A inducdo de apoptose foi
avaliada por meio de citometria de fluxo e a capacidade de difusédo do conjugado
através do meio intracelular foi verificada em células MDA-MB-231. As andlises de
espectroscopia mostraram a formacdo de novas bandas que correspondem a
ligagdo formada entre o imatinibe e o GQD, dados que corroboram com 0s que
foram obtidos pela microscopia de forca atdbmica. A citotoxicidade apresentada pelo
conjugado foi inferior a citotoxicidade do imatinibe. O GDQ@imatinibe mostrou-se
capaz de atravessar a membrana celular e apresentou menor toxicidade celular em
relacdo ao imatinibe. O GQD, por usa vez, apresentou a menor toxicidade em
comparagcdo com o imatinibe e o GDQ@imatinibe, mostrando seguranga na sua
utilizacdo em meios biolégicos. Quanto a inducdo de apoptose, foi observada a
presenca de células apoptoticas em porcentagens diferentes no tratamento celular
com o0 conjugado e o imatinibe. Contudo, o GQD mostrou ser seguro in vitro e
compativel para ser associado ao imatinibe, além disso, o GDQ@imatinibe é capaz

de atingir o meio intracelular e provocar a morte de células leucémicas.

Palavras-chave: Leucemia, nanoparticula, ponto quantico de grafeno, imatinibe.



ABSTRACT

Leukemia is a myeloproliferative disease characterized by symptoms such as
anemia, weight loss, lethargy, and abnormal bleeding. Imatinib is one of the drugs
used for treatment and targets the BCR-ABL protein, a tyrosine kinase that promotes
the translocation of chromosomes 9 and 22. The treatment of leukemia has major
challenges such as the high incidence of adverse effects and the lack of specificity of
the drugs. Several studies have used nanoparticles, including graphene quantum
dots (GQD) in chemotherapy drug delivery increasing specificity and decreased toxic
effects. Therefore, this study aimed to associate imatinib with GQD forming the
nanoparticle GQD@imatinibe to evaluate its activity in leukemic cells. Thus, GQD
was synthesized and conjugated to imatinib by functionalization with carbodiimide.
The association was confirmed by Fourier-transform infrared spectroscopy and
toxicity was tested in cell lines (RPMI 8226 and NCI-ADR/RES). The induction of
apoptosis was evaluated by flow cytometry and the diffusion of the conjugate through
the cellular membrane was verified in MDA-MB-231 cells. Spectroscopy analyses
showed the formation of new bands that correspond to the bond formed between
imatinib and GQD, these datas corroborate by atomic force microscopy assay
results. Cytotoxicity assay showed by the conjugate was lower than imatinib
citotoxycity. GQD@imatinibe was able to cross the cell membrane and showed lower
cellular toxicity in relation to imatinib. GQD showed the lowest toxicity, presenting
safety to use in biological systems. Regarding the induction of apoptosis, cell
apoptosis was observed in diferente percentagens in the cell treatment with imatinib
and GQD@imatinibe. Therefore, The GQD proved to be safe in vitro and compatible
to be associated with imatinib, in addition, GDQ@imatinibe is capable of reaching the

intracellular medium and causing the death of leukemic cells.

Keywords: Leukemia, nanoparticle, graphene quantum dot, imatinib.
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1. INTRODUCAO

Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS), o cancer é responsavel por
um grande numero de mortes em todo o mundo. Os dados mostram que até 2018
ocorreram 9.555.027 mortes, no Brasil foram registradas 243.588 o6bitos (WHO,
2020a; WHO, 2020b; SANTUCCI et al., 2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020;
ARNOLD et al., 2019; MILLER et al., 2019). A leucemia também apresenta
incidéncia e mortalidade relevante. Estima-se que O risco para novos casos da
doenca no sexo masculino é de 5,67 para cada 100 mil homens e 4,56 para cada
100 mil mulheres. Enquanto isso, mais de 7 000 pessoas, entre homens e mulheres,
criancas, adultos e idosos morreram no ano de 2018 por causa da leucemia (DONG
et al., 2020; KAKAJE et al., 2020; INCA, 2019; SILVA et al., 2019).

A leucemia é caracterizada por uma desordem na formacdo das células
sanguineas que levam ao desenvolvimento anormal das células brancas. A doenca
pode se manifestar em quatro tipos de acordo com o tipo celular afetado, leucemia
mieloide aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia linfocitica aguda e leucemia
linfocitica crénica. De uma forma geral, ocorre um aumento do nimero de células
brancas e algumas vezes células imaturas. O paciente apresenta cansaco,
hemorragias, mal estar e outros sintomas debilitantes. O diagndstico é realizado por
meio de amostras de sangue que podem ser avaliadas pelo hemograma, técnicas de
biologia molecular e citogenética. Os medicamentos que inibem a progressdo da
leucemia ainda apresentam muitas limitacbes e o numero anual de mortes e a
expectativa de novos casos alerta para a necessidade de aprimorar o diagndstico e
o tratamento da doenca.

O tratamento do cancer compreende procedimentos cirlrgicos, radioterapia e
guimioterapia. O uso de farmacos quimioterapicos tem por finalidade promover a
remissdo do tumor através da diminuicdo do numero de replicagdo de células
tumorais, bem como inibir alteracées genéticas que desencadeiam na proliferacéo
de células cancerigenas. A administracdo dos medicamentos, por via parenteral ou
via oral, provoca muitas reacoes adversas e podem néo induzir resposta mediante a
auséncia de acao efetiva contra o tumor (CUZICK et al., 2020; DAVIDS et al., 2020;
FARES et al., 2020; MAURI et al., 2020; RAFEI; KANTARJIAN; JABBOUR, 2020; S.
et al., 2020; BLACKBURN; BENDER; BROWN, 2019; CROSSNOHERE et al., 2019;
FARMER, 2019; RAFEI; KANTARJIAN; JABBOUR, 2019).
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O imatinibe é o medicamento de primeira escolha no tratamento da leucemia
mieloide crénica e tem como mecanismo de acdo a inibicdo da tirosina quinase,
enzima que promove a translocacdo dos cromossomos 9 e 21 e forma o
cromossomo  Filadélfia. A presenca deste cromossomo caracteriza o
estabelecimento da doenca e é utlizado para o seu diagndstico. Outros
medicamentos semelhantes ao imatinibe ja foram desenvolvidas para os casos de
resisténcia e toxicidade relacionado ao tratamento, entretanto, muitos pacientes
ainda ndo apresentam resposta satisfatoria. (ERCALISKAN; ESKAZAN, 2020;
JABBOUR; KANTARJIAN, 2020; LE CESNE et al., 2020; LIAKOULI et al., 2020;
GARCIA-FERRER et al., 2019).

Melhorar a acdo e diminuir os efeitos adversos de quimioterapicos novos ou ja
existentes contribui para um tratamento mais eficaz e menos tdxico ao paciente.
Nesse contexto, 0 uso de as nanoparticulas tem sido utilizado com sucesso. A
associacdo de quimioterapicos com carreadores de farmacos tem aumentado a
concentragdo do farmaco no local do tumor e reduzido os efeitos adversos induzidos
pelo farmaco. Esses elementos geralmente apresentam a possibilidade de melhorar
a distribuicdo do farmaco no organismo e tem sido aplicada em diversas areas da
biomedicina devido as caracteristicas quimicas que apresentam (FU et al., 2020;
JIN et al., 2020; SANCHEZ-CORONILLA et al., 2020).

O o6rgdo americano Food and drug administration (FDA) ja aprovou a
utilizacdo de farmacos como a doxorrubicina, placitaxel e irinotecano na forma de
nanoparticulas. Foi observado que as novas formula¢des dos farmacos aumentaram
a sobrevida dos pacientes e a especificidade para as células cancerigenas(WANG-
GILLAM et al., 2019; UNTCH et al., 2016; BARENHOLZ, 2012).

Materiais derivados do carbono apresentam boa biocompatibilidade e suas
propriedades quimicas sdo exploradas com sucesso no desenvolvimento de
guimioterapicos e ferramentas para o diagndstico do tumor (ALEMI et al., 2020;
DOLATKHAH et al., 2020; NOVODCHUK; BAJCSY; YAVUZ, 2020).

O grafeno, por exemplo, tem sido utilizado constantemente como carreador
de quimioterapicos em razéo de suas propriedades quimicas e biocompatibilidade. A
doxorrubicina, farmaco utilizado no tratamento do cancer de mama, ja foi associada
ao GQD (LUCHERELLI et al.,, 2020; YANG et al.,, 2020). A vancomicina, por
exemplo, é um antibidtico glicopeptideo utilizado no tratamento da sepse,

osteomelite, dentre outras infec¢cées bacterianas e pode formar complexos com o
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oxido de grafeno por meio de interagdes 1-1 € ligagbes de hidrogénio. Com isso,
pode ser utilizado como um sistema de liberacdo controlada do farmaco (HE et al.,
2019). A associagdo do grafeno e seus derivados com varios quimioterapicos tem
demonstrado que o uso dessas substancias constitui uma plataforma promissora
para o desenvolvimento de medicamentos com finalidade terapéutica e de
diagnoéstico (ALEMI et al., 2020; HUANG et al., 2019; TIWARI et al., 2019; LIN et al.,
2015).

Diante do exposto, o presente trabalho utilizou a associagdo do imatinibe ao
GQD com o objetivo de melhorar a atividade antileucémica do farmaco. A
nanoparticula utilizada foi produzida utilizando técnicas que nédo induzem a formacéao
de substancias toxicas e ndo contaminam o meio ambiente ou o manipulador. O
GQD foi decorado com imatinibe por meio da ativacdo dos seus grupos quimicos
com 1l-etil-3 (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida
(NHS). Ap6s a adicdo do imatinibe foi formada uma ligacdo estavel entre as
particulas e a nanoparticula foi submetida a ensaios quimicos e biolégicos para
confirmacéo da formacgéo do conjugado e do efeito em células leucémicas. Ensaios
de Espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier (FTIR) e microscopia
de forca atdbmica mostram a associacao entre o GQD e imatinibe e que o conjugado
formado é capaz de induzir a morte de células leucémicas com baixa toxicidade
celular. O imatinibe apresentou toxicidade celular maior em relacdo a nanoparticula
formada e ao GQD. Assim como em outros trabalhos, o GQD apresentou baixa
toxicidade celular e reafirma a sua vantagem para ser utilizado como carreador de
farmacos. Contudo, GQD@imatinibe mostra-se seguro e promissor para obtencéo

de resultados positivos em estudos in vivo.



18

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER

O tumor caracteriza-se pelo crescimento anormal das células e pode ser
benigno ou maligno. Os tumores malignos crescem desordenadamente e podem se
disseminar para diferentes partes do corpo originando as metastases (WANG; LEI,
HAN, 2018).

Dados do instituto nacional de cancer (INCA) mostram que aproximadamente
625 mil novos casos de cancer ocorrerdo no Brasil entre 2020 e 2022. A estimativa
do numero de casos para leucemia é de aproximadamente 10 810, do total a maioria
correspondente ao sexo masculino (INCA, 2019).

O tratamento do cancer depende do tipo e da caracteristica do tumor. De uma
forma geral, compreende remocao cirdrgica, quimioterapia, radioterapia e terapia
hormonal. A quimioterapia consiste no uso medicamentos que tem como objetivo
destruir as células tumorais e impedir o crescimento tumoral. Geralmente faz-se
necessario a associacdo de medicamentos para a obtencéo de eficicia satisfatoria.
Como desvantagem, os quimioterapicos apresentam um elevado indice de efeitos
adversos promovendo desconforto para o paciente durante o tratamento (WANG,;
LEI; HAN, 2018).

Diante dos desafios para promover um tratamento seguro e eficaz, diversas
estratégias tém sido avaliadas, dentre elas terapias que sdo direcionadas para
anormalidades génicas e em conformidade com a imunidade do hospedeiro
(ZUGAZAGOITIA et al., 2016).

As nanoparticulas estdo sendo utilizadas em diferentes areas da biomedicina,
especialmente na terapia e diagnoéstico do cancer. Elas tém se apresentado como
uma ferramenta Util para diminuir os problemas relacionadas a baixa eficacia e
grande indice de reacdo adversa dos medicamentos existentes, bem como no
desenvolvimento de métodos diagnosticos mais eficientes. Farmacos como o
imatinibe, doxorrubicina e vincristina mostraram melhora da eficacia do tratamento
guando associadas a um nanocarreador (ZAIMY et al., 2017).

Um estudo em fase clinica jA demonstra que o docetaxel quando associado
as nanoparticulas pode causar menos efeitos adversos e aumentar a exposi¢cao do
tumor ao medicamento (ATRAFI et al., 2020).
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2.1.1.Leucemia

O sangue é composto por células brancas, os leucécitos (linfocitos, neutréfilos
e mondcitos) e por células vermelhas, as hemacias. A sintese celular é realizada por
meio da medula 6ssea e as células tronco formadas podem se diferenciar em todas

as células do sangue (Figura 1).

Figura 1. Formacéo e diferenciacdo das células sanguineas.
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Fonte: Adaptado de SONI; YADAYV, 2015.

A leucemia é caracterizada pela quantidade anormal de células brancas no
sangue e/ou na medula éssea (Figura 1). Os tipos de leucemia sao diferenciados de
acordo com a maturacdo e linhagem celular e podem ser divididos em quatros
grandes subtipos, a leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
mieloide crbnica e leucemia linfoide cronica. Na leucemia aguda o alvo séo células
precursoras de linhagens diferentes, enquanto isso, na leucemia linfoide cronica ha
dominio das células maduras. Ambos os tipos de células, maduras e precursoras,
sdo o0 alvo da leucemia mieloide crénica (MIRANDA-FILHO et al., 2018;
LIGHTFOOT,; SMITH; ROMAN, 2016).

A estimativa de novos casos de leucemia em 2019, apenas nos estados
unidos, foi de aproximadamente 61 000 pessoas (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

Vale destacar que a sobrevivéncia em adultos é de aproximadamente 40%,

enquanto que em criancas atinge 90% (TATAR et al.,, 2016). O diagnostico da
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doenca ainda envolve métodos de alto custo e que necessitam de tempo prolongado
para a obtencéo dos resultados (KHOSHFETRAT; MEHRGARDI, 2017).

O diagnéstico de leucemia € estabelecido por meio de informagdes clinicas,
imunofenotipicas e morfologicas. Inicialmente, exames hematolégicos podem indicar
a existéncia de alteracbes que caracterizam a doenca (HARRIS; CZUCHLEWSKI;
ARBER, DANIEL A CZADER, 2019; SHEPHARD et al.,, 2016). Além disso,
metodologias como analise de caridtipo, imunofenotipagem, citometria de fluxo,
reacdo de cadeia de polimerase e hibridizacdo fluorescente in situ podem ser
utilizadas na definicdo do diagnéstico (HARRIS; CZUCHLEWSKI; ARBER, DANIEL
A CZADER, 2019). Essas técnicas geralmente sdo de custo elevado e algumas
apresentam baixa sensibilidade. Considerando que milhares de pessoas sao
diagnosticadas com leucemia em todo mundo (FITZMAURICE et al., 2018; TAN et
al.,, 2018), seria interessante que metodologias com menor custo, menor
complexidade e alta sensibilidade fossem desenvolvidas com a finalidade de
detectar e monitorar a doencga.

Os casos de leucemia aguda sdo mais frequentes em adolescentes e jovens
adultos, entretanto, esta presente em todas as idades. A incidéncia € diferente de
acordo com a faixa etaria. A leucemia mieloide crénica &€ a mais comum de todas e
atinge individuos com idade acima de 40 anos (LIGHTFOOT,; SMITH; ROMAN,
2016). Em criangas, a leucemia é o tipo de cancer mais comum, dentre elas a
leucemia mieloide aguda e leucemia linfoblastica aguda. Sendo esta ultima a mais
frequente, ela ocorre principalmente em criancas do sexo masculino, entre 2 e 6
anos e em brancos hispanicos ou ndo (J.D., 2016).

A leucemia mieloide aguda apresenta a menor taxa de sobrevivéncia dentre
as demais leucemias e vem apresentando aumento da incidéncia ao longo dos anos.
Ela ocorre com mais frequéncia em adultos do sexo masculino com idade média de
84 anos (SHALLIS et al., 2019). Foi estimado que apenas no ano de 2019, mais de
11 000 homens e 9000 mulheres foram diagnosticados com leucemia mieloide
aguda nos Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

Entre os anos de 2003 e 2007, a quantidade de individuos com leucemia
linfoblastica aguda foi alta na Africa, Asia, América do Sul e Caribe, enquanto que a
leucemia linfocitica cronica foi mais frequente em paises europeus e norte-
americanos (MIRANDA-FILHO et al., 2018).
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De uma forma geral, os sintomas da leucemia sao caracterizados pelo
cansaco, dor, perda de peso e diarreia. Outros sintomas como febre, sangramento,
hipertensdo e linfoadenopatia também podem ocorrer, entretanto, podem ser
especificos em cada tipo de leucemia. Nas leucemias agudas, sintomas como febre,
cansaco e hemorragias nasais associadas ou ndo com sangramentos gengivais
podem ser comuns. Enquanto isso, perda de peso, contusdes e linfoadenopatia séo
mais frequentes em leucemias cronicas (SHEPHARD et al., 2016).

Apesar do conhecimento da relagdo entre sindromes genéticas, infeccbes
virais e o desenvolvimento da leucemia, a causa da doenca ainda ndo € bem
compreendida (MIRANDA-FILHO et al., 2018). Na leucemia mieloide aguda, por
exemplo, é recomendado a investigacdo da presenca de mutacBes do tipo
duplicacdo interna em tandem no gene tirosina-quinase 3 Fms-relacionado (FLT3) e
mutacBes na isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), isocitrato desidrogenase 2 (IDH2),
proteina do tumor 53 (TP53 — tumor protein) (HARRIS; CZUCHLEWSKI; ARBER,
DANIEL A CZADER, 2019).

A genética molecular € uma forte aliada para entender os fatores que estédo
relacionados ao desenvolvimento do cancer. Genes podem revelar a predisposicao
a doenca, mas muitos deles podem néo estar associados a casos hereditarios
(LIGHTFOOT; SMITH; ROMAN, 2016). Casos de gémeos com leucemia linfoblastica
aguda que possuiam 0s mesmos pontos de translocacao sugerem que clones pré-
leucémicos atravessem a barreira hematoencefélica ainda no Utero. A identificacdo
dos genes relacionados a leucemia € um trabalho dificil e deve ser associado a
biologia da doenca. Na leucemia linfoblastica aguda, por exemplo, genes como da
proteina 1 de complementagcdo cruzada de reparo de raios-x (X-ray repair Cross-
complementing protein 1 - XRCC1l) e metilenotetrahidrofolato redutase
(Methylenetetrahydrofolate reductase — MTHFR) estdo relacionados com a
reparacao do DNA e o metabolismo do folato, respectivamente. Vale destacar que
variantes genéticas em tais genes podem ser encontradas de acordo com etnia
(J.D., 2016). Na leucemia linfoblastica aguda de precursor B, rearranjos envolvendo
o fator de transcricdo MYC e os genes BCL2 (B-cell lymphoma 2) e/ou BCL6 (B-cell
lymphoma 6) séo identificados em pacientes como casos raros e agressivos
(STRATMANN et al., 2019).

Além do diagnoéstico, as anormalidades genéticas sao importantes para o

tratamento do cancer, genes especificos podem ser utilizados como alvo para
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deteccdo e tratamento da doenca. Na leucemia mieloide crénica, por exemplo, o
gene Abelson Leukemia - breakpoint cluster region (BCR-ABL) 1, € responsavel
pela translocacdo entre os cromossomos 9 e 21, gerando o cromossomo Filadélfia
(SHIBATA et al., 2019). Esse cromossomo também esta presente em pacientes com
leucemia mieloide aguda e € utilizado no diagndstico da doenca. A proteina BCR-
ABL também é alvo para a acdo do imatinibe,medicamento de primeira escolha
utilizada no tratamento e com sitio de a¢éo especifico para a proteina (CAROFIGLIO
et al., 2020; LIGHTFOOT; SMITH; ROMAN, 2016).

Os inibidores de tirosina quinase sao agentes importantes para o tratamento
da leucemia, entretanto, devem ser considerados os efeitos adversos e casos de
resisténcia (GARCIA-GUTIERREZ; HERNANDEZ-BOLUDA, 2019). Os eventos
adversos ocorrem em parte dos pacientes tratados com os inibidores de tirosina
quinase, os efeitos variam e o paciente pode apresentar nauseas, vomitos, anorexia,
cardiotoxicidade. Polimorfismos genéticos observados em alguns individuos sao
alguns dos fatores que afetam o metabolismo dos farmacos, entretanto, o
conhecimento sobre o tema ainda é escasso. A monitorizacdo do paciente é
importante, mas é dificil de ser realizada em alguns sistemas. Por esses motivos, o
estudo a longo prazo dos efeitos causados pelo tratamento com os inibidores de
tirosina quinase devem ser realizados. Atualmente apenas o imatinibe foi estudado
com maior frequéncia (SINGH et al., 2020; STEEGMANN et al., 2016). A conduta a
ser adotada ap6s o evento adverso depende da categoria do mesmo. Pode ser
necessario apenas a diminuicdo da dose ou até a suspensdo temporaria do
medicamento (BACCARANI et al., 2013).

2.2. NANOPARTICULAS

Os nanomateriais tém se apresentado como uma plataforma promissora para
auxiliar no tratamento e diagnostico de varias doencas, inclusive o cancer
(CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2020; BANSAL et al., 2019; DE SOUZA ALBERNAZ et
al., 2018; VISEU et al., 2018).

A ampla distribuicho no organismo, o aumento da seletividade ao alvo
biolégico e a reducdo da toxicidade dos farmacos carreados sdo algumas das
vantagens da utlizacdo de nanoparticulas como carreadores de farmacos.

Apresentam facilidade para atravessar os tecidos e chegar as células alvo em alta
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concentracdo. Outra vantagem é a capacidade de liberar o farmaco de forma
prolongada, aumentando o tempo de acédo do farmaco, diminuindo a necessidade de
dose diaria e o indice de efeitos adversos (ALEMI et al., 2020; AMIRI et al., 2020;
DOLATKHAH et al.,, 2020; YAZDI; GHAZIZADEH; NESHASTEHRIZ, 2020; SONI;
YADAYV, 2015).

Os tipos de materiais utilizados como nanoparticulas pode ter origem diversa
como polimeros, materiais inorganicos, proteinas e polissacarideos. Os materiais
podem encapsular e abrigar farmacos com diferentes caracteristicas quimicas. Uma
das maiores premissas no uso de nanoparticulas € que elas sejam biocompativeis e
apresentem baixa toxicidade ao organismo (JEEVANANDAM et al.,, 2018; SONI;
YADAYV, 2015).

Na aplicacdo farmacéutica varios nanomateriais baseados em carbono tem
apresentado destaque. O grafeno é um deles e as suas caracteristicas quimicas
permite a sua associacdo a diferentes substancias, ampliando a diversidade da
aplicacé@o biolégica/clinica (ECKHART et al., 2019; TABISH et al., 2019; ZHANG et
al., 2019; TADYSZAK; WYCHOWANIEC; LITOWCZENKO, 2018; PATTNAIK;
SWAIN; LIN, 2016; TATAR et al., 2016; SHENG et al., 2013).

Farmacos utilizados no tratamento da leucemia j4 foram associadas as
nanoparticulas. A 6-metilmercaptopurina (6-MP), um farmaco utilizado no tratamento
da leucemia aguda em criancas e adultos, foi associado ao acido acrilico, quitosana
e polietilenoglicol promovendo mudancas na liberacdo do farmaco que ja é
comercializado na forma de comprimido (SHI et al., 2016). Além do tratamento, o
diagnéstico da leucemia também pode ser melhorado por meio do uso de
nanomateriais (SHAMSIPUR et al., 2020; YAZDI; GHAZIZADEH; NESHASTEHRIZ,
2020; SHAMSIPUR et al., 2017; YU et al., 2016).

2.2.1.Grafeno e derivados

A familia dos materiais do grafeno compreende uma grande quantidade de
componentes, sendo 0s mais representativos o: i) grafeno, ii) 6xido de grafeno, iii)
oxido de grafeno reduzido, iv) GQD, v) pristino (GURUNATHAN et al., 2019). Os
compostos: o oxido de grafeno, o GQD e o Oxido de grafeno reduzido, apresentam
grupamentos organicos como o acido carboxilico, epoxi e hidroxila que aumentam a

capacidade de funcionalizagdo e a sua aplicacdo em biosensores e carreadores de
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farmacos (FU et al., 2019; SINGH et al., 2018; TATAR et al., 2016; SHENG et al.,

2013), consequentemente habilitando seu uso em medicina, farméacia e biomedicina.

Figura 2. Representacdo quimica do grafeno e seus derivados Oxido de grafeno,
oxido de grafeno reduzido e o ponto quéantico de grafeno (Graphene quantum dot).
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Fonte: O autor.

O grafeno é composto por atomos de carbono dispostos em uma camada
bidimensional, com configuracdo eletronica 1s? 2s? 2p?. Apresenta propriedades
fisicas, quimicas, térmica, elétrica eletrbnicas, Opticas, mecanicas (elasticidade,
tensdo e deformacédo), magnéticas e bioldgicas. Entre suas propriedades, destacam-
se a fotoluminescéncia, alta condutividade, flexibilidade, resisténcia mecanica e
transparéncia. De acordo com as caracteristicas quimicas do grafeno e seus
derivados, cada um deles apresenta propriedades diferenciadas quanto a
condutividade, area de superficie, estabilidade térmica e fluorescéncia. O grafeno
pristino, por exemplo, apresenta alta condutividade elétrica, grande area de
superficie e hidrofobicidade, o que permite a aplicacdo do mesmo em biosensores
(BANI-YASEEN, 2020; CHEN; LI, 2020; MA; LV; WANG, 2020; XUE; GAO; HU,
2020; ZHAO et al., 2020; CHUNG; REVIA; ZHANG, 2019; FAN et al., 2019; LAWAL,
2019; TIAN et al., 2018; BALAJI; ZHANG, 2017).

A forma oxidada do grafeno, o Oxido de grafeno, apresenta atomos de
oxigénio que lhe conferem caracteristicas hidrofilicas. Ele apresenta grupos
funcionais como o hidroxila (-OH) e ep6xi (> O) na sua estrutura basal e, nas bordas,
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grupos carboxilicos (-COOH) e carbonila (C=0) (LAWAL, 2019; LI et al., 2017)
(Figura 1). O oxido de grafeno reduzido também apresenta grupos reativos de
oxigénio com melhor dispersdo em agua do que outras formas do grafeno como o
grafeno pristino. As propriedades mecéanicas, eletroquimicas e eletrbnicas sao
diretamente influenciadas pela presenca dos grupos oxigenados (LAWAL, 2019;
PENG; TODOROVA; YAROVSKY, 2018).

Formado por atomos de oxigénio, hidrogénio e oxigénio, o GQD possuli
estrutura quimica semelhante ao 6xido de grafeno e seus grupos —COOH (Figura 2)
sdo importantes para definir a sua solubilidade e capacidade de ligagcdo com outras
substancias. Sdo nanoparticulas esféricas que se apresentam em uma ou poucas
camadas possuindo aproximadamente 100nm de tamanho (ZHAO et al., 2020; TIAN
et al., 2018).

2.2.2.Rotas sintéticas do grafeno e seus derivados

A sintese do grafeno e seus derivados se caracteriza pela utilizacdo de um
precursor baseado em carbono que é submetido a um processo quimico, dentre
eles, os mais comuns séo: grafite, fulereno, pireno, glicose, acido citrico. Compostos
como o grafite, 4cido citrico e glicose sdo submetidos as reacdes de pirdlise,
carbonizacdo e esfoliacdo eletroquimica para produzir as particulas derivadas do
grafeno. A utilizacdo de precursores de carbono maiores como o grafite caracteriza o
método top-down, enquanto que a utilizacdo de precursores moleculares como o
acido citrico caracteriza o método bottom-up. Apesar de apresentarem
caracteristicas diferentes, ambos caracterizam-se pela sintese de derivados do
grafeno como o GQD (Figura 3) (KUMAR et al., 2020; MANSURIYA; ALTINTAS,
2020; ZHAO et al., 2020; TIAN et al., 2018; CHEN et al., 2017).
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Figura 3. Os derivados do grafeno podem ser sintetizados a partir de compostos
precursores de carbono maiores ou de precursores moleculares submetidos a
diferentes processos quimicos.
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Fonte: O autor.

Alguns métodos necessitam de varias horas de sintese e podem gerar
substancias toxicas durante o processo (ABDELKADER, A. M.; KINLOCH, I. A.;
DRYFE, 2014; DREYER et al., 2010). Entretanto, a geracdo de novas rotas tem
diminuido o tempo e toxicidade do processo. A sintese do 6xido de grafeno, por
exemplo, ja passou por varias modificacbes. Na metodologia de Brodie (BRODIE,
1858) e Staudenmaier (STAUDENMAIER, 1899) h4 emissdo de gases téxicos e
risco de explosdo. O mesmo é observado na sintese Hummers (HUMMERS;
OFFEMAN, 1958), pois ocorre a formacdo do intermediario reativo Oxido de
manganeés.

A obtencdo de derivados do grafeno também pode ser realizada pela
carbonizacdo de um precursor organico como a glicose, acido citrico, gréos de café,
etc, nesse processo nao ha formacao de gases e outros materiais toxicos. Diversos
trabalhos tém utilizado esse método para a obtencdo do 6xido de grafeno e GQD
(PONIATOWSKA; TRZASKOWSKI; CIACH, 2019; PRICE et al.,, 2019; HUANG;
RONG; ZHANG, 2016; MALEKI; HAJIZADEH; ABBASI, 2018; WANG et al., 2015;
PAUL; MAHANTA, 2015; DONG et al., 2012).

A utilizacdo do &cido citrico como precursor do 6xido de grafeno e GQD é
realizada por meio de pirdlise ap6s o tratamento térmico (200°C) em diferentes
tempos. A substéancia obtida é resfriada, dissolvida em hidroxido de sodio e dialisada
(PONIATOWSKA; TRZASKOWSKI; CIACH, 2019; OH; LEE, 2016; WANG et al.,
2015).
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A pirdlise € um processo endotérmico e, portanto, € necessario 0
fornecimento de calor externo. A exposicdo da matéria organica a altas temperaturas
leva a decomposicdo da mesma. Acredita-se que inicialmente 0s compostos
condensem dominios sp2, que compde o nucleo. O numero de carbono-carbono
aumenta ao longo da reacao, assim como os grupos hidroxila e carboxilico (CHEN;
LI, 2020; IRAVANI; VARMA, 2020; ZHAO et al, 2020; PONIATOWSKA;
TRZASKOWSKI; CIACH, 2019; WANG et al., 2015).

Outro método que ndo gera compostos toxicos é a sintese eletroquimica, a
gual baseia-se no uso de um eletrodo de grafite e um contra eletrodo na presenca
de um &cido fraco e uma base forte, também €& aplicada uma diferenca de
corrente/potencial entre os eletrodos. O GQD quando formado se dispersa no
eletrdlito apds a quebra das ligacbes que mantém a estrutura do grafite. O sinal de
corrente ou de potencial é responsavel pela insercdo dos ions e que promovem a
ruptura das ligacdes. Além do baixo impacto ambiental, o baixo custo, alta
rentabilidade e producdo em larga escala para sintese também se mostram como
vantagens para a utlizacdo dessa metodologia (DE MENEZES et al.,, 2019a;
AHIRWAR; MALLICK; BAHADUR, 2017; HUANG et al., 2018).

O grafeno e 6xido de grafeno reduzido também j& foram produzidos sem a
necessidade de reagentes perigosos e/ou que poluam o meio ambiente (GUO et al.,
2009). Por exemplo, RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. (2016) utilizou extrato de
Pelargonium graveolens (geranio)como agente redutor do 6xido de grafeno.

2.2.3.Funcionalizacéo

A funcionalizacdo do grafeno e dos seus derivados, que representa uma
caracteristica relevante desses compostos, permite que eles adquiram grupos
quimicos em sua estrutura que podem auxiliar a ligacdo com diversas substancias
(KUMAR et al., 2020; PRICE et al., 2019), inclusive farmacos com finalidade de
tratamento e diagnadstico. InteragGes por forcas de van der Waals, empilhamento via
-1 e ligagdes covalentes sao algumas das formas de ligacfes estabelecidas. Por
meio da funcionalizagdo é possivel inserir grupamentos e estruturas funcionais
capazes de dotar esse elemento de novas caracteristicas, por exemplo a

funcionalizacdo de derivados do grafeno com aminas, altera a dispersibilidade do
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oxido de grafeno em solventes e pode mudar as propriedades eletronicas do mesmo
(DOUDA et al., 2019; DE MELO-DIOGO et al., 2018; KUMAR; RANI, 2015).

NASROLLAHI et al. (2019) ativaram GQD com EDC/NHS para permitir a
funcionalizagdo da nanoparticula com o anticorpo (fragmento variavel de cadeia
simples de anticorpo) e cisplatina formando um composto efetivo e seletivo contra
células MDA-MB-231.

LIU et al., 2020 funcionalizaram o GQD com polietilenoglicol também por meio
da ativacdo com EDC/NHS aumentando a eficiencia de internalizacdo da
nanoparticula em cultivo celular. Por sua vez, BANSAL et al. (2019) realizou a
mesma ativacdo, entretanto, para conjugar o GQD a um biossurfactante que pode
ser utilizado no tratamento e diagnéstico do cancer. Por fim, FELIX et al. (2020)
funcionalizaram o GQD ao imatinibe formando uma nanoparticula capaz de penetrar
nas células e promover apoptose em células leucémicas.

O grafeno e seus derivados ja demonstrou ter atividade contra células
cancerigenas e capacidade de formar associa¢gfes com diferentes tipos de farmacos
(BANSAL et al., 2019; VISEU et al.,, 2018; FIORILLO et al., 2015; ZHOU et al.,
2014).

Figura 4. As nanoparticulas derivadas do grafeno podem ser associadas a diferentes
substancias.
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(D), polimeros (E), nanoparticulas de ouro (F), proteina (G), hidrogel (H) e outros compostos. As
conjugacdes formadas podem ser avaliadas em estudos in vitro e in vivo para o tratamento e
diagndstico de diferentes doencas. Fonte: O autor.
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Devido as suas propriedades, os nanomateriais baseados em grafeno podem
ser utilizados em técnicas de bioimagem (TYSON et al., 2016; ZHANG et al., 2013a).
Tais propriedades podem ser inseridas ou aumentadas por meio da funcionalizagéo
desses compostos. Imagens obtidas em tomografia computadorizada por emisséo
de positrons (PET-CT) e Tomografia computadorizada por emissédo de féton unico
(SPECT-CT) podem usar nanoplataformas de grafeno e seus derivados (HONG et
al., 2012). Farmacos antitumorais associados ao grafeno podem ser utilizadas para
deteccdo de tumores de forma especifica (LIN; CHEN; HUANG, 2016; YOO; KANG;
HONG, 2015; FAZAELI et al., 2014; CORNELISSEN et al., 2013). Conforme descrito
por CORNELISSEN et al. (2013), a associacdo do o6xido de nanografeno
radiomarcado ao trastuzumabe, anticorpo monoclonal utilizado no tratamento do
cancer de mama, € capaz de identificar o tumor por meio de SPECT.

Materiais radioativos também tém sido utilizados em associa¢do ao grafeno e
seus derivados. A presenca de grupos oxigenados no Oxido de grafeno permite a
ligacdo de metais pesados e radionuclideos. O cobalto Il, por exemplo, pode ser
adsorvido e absorvido ao 6xido de grafeno, mostrando que o 6xido de grafeno
poderia ser utilizado como um agente de remocédo de radionuclideos (JIN; SHENG,;
SUN, 2014). O tecnécio foi associado ao Oxido de grafeno e testado em animais
para avaliar a deposicao tecidual. De acordo com os dados, a maior captacdo ocorre
no sangue e rins apdés 15 minutos da administracdo endovenosa (CHALLAN;
MASSOUD, 2017; LI et al., 2011), também foi encontrado em altas concentracdes
no figado, baco e pulméao e estbmago (JIANG et al., 2015).

Assim como Oxido de grafeno e o 6xido de nanografeno, o0 GQD também ja foi
radiomarcado e sua distribuicdo in vivo testada, mostrando que é possivel criar
plataformas utilizando o grafeno e seus derivados para testes de diagndstico por
imagem (DE MENEZES et al., 2019a).

2.2.4.Pontos Quéanticos de grafeno

Assim como oxido de grafeno e o 6xido de grafeno reduzido, o GQD também
faz parte da familia de nanomaterias de grafeno. Eles apresentam caracteristicas
como boa biocompatibilidade, baixa toxicidade e a capacidade de funcionar como
carreadores de farmacos (KUMAR et al., 2020; TAJIK et al., 2020; DE MENEZES et
al., 2019b).
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O GQD apresenta atividade fluorescente que pode ser mensurada e aplicada
em diferentes tipos de ensaios (MANSURIYA; ALTINTAS, 2020; BENITEZ-
MARTINEZ; VALCARCEL, 2015; DONG et al., 2012). O processo de sintese é
diversificado e permite a utilizacdo de fontes de carbono como matéria prima
precursora (Figura 3). Essa carateristica € uma vantagem para a producdo de
particulas com baixo custo e com reprodutibilidade em larga escala. Além disso,
podem ser utilizadas metodologias que ndo geram compostos téxicos (IRAVANI,
VARMA, 2020).

Sua estrutura quimica permite boa solubilidade em agua e possui facilidade
em interagir com outras substancias, pois € capaz de formar interac6es hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio e interagfes hidrofilicas. O uso de GQDs como um sistema
carreador para farmacos tem sido testado nos ultimos anos, acredita-se que GQDs
com tamanho pequeno ndo causam danos a camada de lipidica da membrana e
podem facilmente penetrar na célula em escala de nanosegundos. Dessa forma, é
possivel que o farmaco associado a ele possa atingir o alvo intracelular com mais
facilidade e em menos tempo (LIU; TANG, 2020; TANG et al., 2020; WU et al.,
2019; XUE et al., 2019).

Além do tratamento, os GQDs também sao utilizados como ferramenta em
biosensores para a deteccdo do cancer (MANSURIYA; ALTINTAS, 2020). O uso de
nanomateriais de grafeno como o GQDs em imunoensaios pode ser realizada em
razdo de suas propriedades quimicas e de deteccéo de biomoléculas (KUMAR et al.,
2020; GANGANBOINA; DOONG, 2019; VARGIS et al., 2018; LIU et al., 2018).

2.3. CANCER X NANOPARTICULAS DE GRAFENO

2.3.1.Tratamento

De uma forma geral, medicamentos quimioterapicos utilizados no tratamento
do cancer causam efeitos adversos como alopecia, nausea, leucopenia, dentre
outros. O uso de nano materiais como carreadores é promissor, especialmente para
farmacos utilizado no tratamento do céncer, pois pode ser realizada a liberagédo
controlada do farmaco e o direcionamento especifico para o alvo. Essas acdes

podem contribuir para a diminuicado das reacdes adversas.
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O grafeno ja apresentou atividade antitumoral, inclusive contra a leucemia.
Ele foi usado no tratamento de mondcitos provenientes de pacientes com leucemia
mieloide cronica ou leucemia mieloide aguda. O composto foi capaz de reduzir as
células cancerigenas com doses a partir de 0,5 pg/ml sem efeito toxico em outras
células. Enquanto isso, o etoposideo, farmaco controle utilizado no tratamento da
leucemia mieloide crénica e leucemia mieloide aguda, também apresentou reducao
das células cancerigenas, mas também causou morte das células T, B e NK.
(RUSSIER et al., 2017).

BAHREYNI et al. (2017) mostrou que é possivel aumentar a especificidade
dos farmacos por meio da conjugacdo das mesmas com derivados do grafeno. Para
isso, funcionalizou o 6xido de grafeno com dois aptameros, o Sgc8c e o adenosina
trifosfato (ATP), aumentando a especificidade do conjugado as células leucémicas
Molt-4, portadoras de um receptor para a molécula Sgc8c. Logo, os ensaios de
citometria de fluxo e fluorescéncia mostraram que as células Molt-4 foram
permissivas a entrada do complexo 6xido de grafeno-aptdmero em contraste as
células U266, ausentes do receptor para o Sgc8c (BAHREYNI et al., 2017).

Assim como o grafeno e O0xido de grafeno, o GQD também é associado a
farmacos com a finalidade de tratar tumores malignos. O complexo
AS1411@PEGMA@GQD@y-CD-MOF foi formado associando o GQD, uma
estrutura organica de metal a base de y-ciclodextrina, um aptamero, um polimero e a
doxorrubicina, farmaco utilizado no tratamento da leucemia, cancer de ovario e
cancer de mama. As moléculas associadas a doxorrubicina promoveram um
aumento da especificidade e diminuicdo dos efeitos toxicos com a manutencdo do
efeito antitumoral do farmaco (JIA et al., 2019). O mesmo farmaco quando associado
ao nano-hidrogel de poli(N,N-dietil acrilamida) e o GQD apresentou mudancas na
taxa de degradacdo e progressdo da doenca (HAVANUR et al., 2019). A terapia
fotodinamica, técnica utilizada no tratamento do cancer, quando associada ao GQD

pode ter seu efeito potencializado (FAN et al., 2019).

2.3.2.Diagndstico

Muitas vezes o diagndstico do cancer esta associado a exames de imagens,
como raio X, tomografia computadorizada, ressonancia magnética, assim como

dosagem de biomarcadores, deteccdo de genes por reacdo de polimerase em
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cadeia, dentre outros. Na maioria deles faz-se necessario a utilizacdo de
equipamentos com custo e manutencdo elevados. Sendo assim, a existéncia de
metodologias mais rapidas e com menor custo ainda sdo necessarias para um
diagndstico precoce (BALAJI; ZHANG, 2017).

O uso do grafeno na composicdo de biosensores tem sido bastante explorada
pelas suas propriedades biologicas e quimicas (SINGH et al., 2018). De uma forma
geral, véarios biosensores baseados no grafeno e éxido de grafeno ja foram testados
com a finalidade de detectar células cancerigenas e substancias relacionadas ao
cancer apresentando alta sensibilidade e seletividade (BALAJI; ZHANG, 2017; LIN
et al., 2015; BIANYING et al., 2013; ZHANG et al., 2013b; WU et al., 2011).

O gene BCR/ABL, usado no diagnéstico da leucemia mieloide cronica, ja foi
detectado em amostras de sangue por meio de um biosensor que utiliza o 6xido de
grafeno reduzido eletroquimicamente e decorado com nhanoparticulas de Ferro-
Platina. O biosensor apresentou uma ampla faixa de detecgdo (1.0x1071* a
1.0 x 19° mol/L) do gene, o uso do eletrodo modificado com substancias de alta
condutividade como o Oxido de grafeno reduzido e a as nanoparticulas de ferro-
platina contribuiram para a alta sensibilidade do material (YANG; ZHANG, 2014).

TAN et al. (2018) desenvolveram um biosensor com limite de deteccgéo de
aproximadamente 100 células, valor inferior ao limite de detec¢édo do gene BCR-ABL
em outros estudos. Células de leucemia linfocitica aguda CCRF-CEM foram
detectadas de forma mais especifica do que outros tipos celulares como células
Ramos, H22 e 293T, que ndo possuem o0 gene BCR-ABL. Para a deteccéo do gene
foi utilizado o aptamero Sgc8 marcado com carboxifluorescina e associado de forma
nao covalente ao 6xido de grafeno. A vantagem do método ocorre porque a ligacao
dos aptameros, pequenas sequéncias de nucleotideos, ao 0xido de grafeno permite
um aumento da estabilidade dos nucleotideos que tem por objetivo ligar de forma
complementar aos genes que devem ser detectados, como o BCR-ABL.

Aptameros também foram utilizados em estudos de deteccdo de células
leucémicas, mas utilizando nanofolhas de grafeno na superficie de um eletrodo.
Com isso, foi desenvolvido um biosensor eletroquimico com o objetivo de amplificar

o sinal da andlise e facilitar a deteccdo das células (DONG et al., 2012).

2.4. LEUCEMIA E GQD
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O uso de pontos quanticos de carbono como particulas carreadoras €
bastante versatil. Pesquisadores isolaram o0 wogonin da planta Scutellaria
baicalensis radix e associaram ao ponto quantico de telureto de cadmio para tratar
células leucémicas multidroga resistente. Foi observado que a nanoparticula
associada ao wogonin foi capaz de induzir maior apoptose nas células leucémicas
em comparacao ao wogonin isoladamente. Além disso, em animais que receberam
as células cancerigenas, a nanoparticula formada foi capaz de identificar o tumor em
exames de imagem, mostrando a sua aplicacdo no diagnostico do tumor (HUANG et
al., 2016).

O mesmo composto foi utilizado para deteccdo do gene BCR-ABL. O método
diagnostico se deu por meio da fluorescéncia emitida e mensurada apds a
hibridizacao de oligonucleotideo complementar ao gene BCR-ABL conjugado com o
GQD. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de gene
encontrado (SHAMSIPUR et al., 2017).

Um estudo semelhante foi realizado com o GQD associado ao aptamero
Sgc8, elemento capaz de reconhecer células de leucemia linfoblastica aguda
(CCRF-CEM). Ensaios de microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo
mostraram que a nanoparticula foi capaz de identificar as células leucémicas

sugerindo a utilizacdo da plataforma em meios de diagndstico (YU et al., 2016).
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Tabela 1. Uso do ponto quéantico de grafeno no tratamento e diagnostico do cancer.

Finalidade

Conjugacao

Efeito

Alvo

Referéncia

Tratamento

GQD
+Doxorrubicina+Silica

mesoporosa

Penetracdo em
células
cancerigenas com

baixa toxicidade

Cancer de

mama

YAO et al.,
2017

GQD + Dicloridrato de

histamina

Inibic&o do efeito
imunossupressor
de espécies
reativas de

oxigénio

Leucemia

CHERUKUL
Aetal., 2018

GQD +
Anticorpo+Cisplatina

Seletividade
contra as células

cancerigenas

Cancer de

mama

NASROLLA
Hl et al.,
2019

Diagnéstico

GQD + aptamero
Sgc8

Identificac&o de
células
leucémicas por
meio de Ensaios
de microscopia de
fluorescéncia e

citometria de fluxo

Leucemia

YU et al.,
2016

GQD + Aptamero

O gene BCR/ABL
é identificado por
meio da
imunofluorescénci
a gerada. A
intensidade é
proporcional a
quantidade do

gene

Leucemia
mieloides

cronica

SHAMSIPUR
etal., 2017

Legenda: Pontos quéanticos de grafeno (GQD).

A silica mesoporosa foi associada ao GQD formando um carreador da

doxorrubicina, medicamento utilizada no tratamento da leucemia linfoblastica e

mieloblastica aguda. A nanoparticula formada foi

capaz de atingir células

cancerigenas apresentando baixa citotoxicidade (YAO et al., 2017). Uma estratégia
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semelhante foi realizada no tratamento de carcinoma cervical utilizando
nanoparticula de carbono mesoporos e o acido hialurénico, além do GQD e da
doxorrubicina. O complexo foi testado e causou maior inducdo de apoptose e
reducado do tumor in vivo (FANG et al., 2018).

Células leucémicas K-562 foram tratadas com dicloridrato de histamina
associado por meio de ligagdes do tipo - ™ ao GQD na tentativa de diminuir
espécies reativas de oxigénio na célula, frequentemente associada a
imunossupressao. O tratamento foi capaz de melhorar a entrada e distribuicdo do
dicloridrato de histamina na célula e diminuir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (CHERUKULA et al., 2018) (Figura 5).

Figura 5. Uso do ponto quéntico de grafeno no tratamento da leucemia.

b 2. :
T — o & Espécies reativas
/ et s de oxigénio
o . .
- . ~ .

Fluorescéncia
Células K-562 — ndo tratadas

? /"P—;\\ s
| ,v..' -) >
-, ‘ P
v - I Espécies reativas
= de oxigénio

Fluorescéncia

CélulasK-562 - tratadas

2

" Ponto quéntico de graf
onto quanticode grateno Dicloridrato de histamina Conjugado

Legenda: Células K-562 foram tratadas com pontos quanticos de grafeno associados ao dicloridrato
de histamina. O Conjugado foi capaz de diminuir a formacdo de espécies reativas de oxigénio que foi
mensurado por meio de fluorescéncia (CHERUKULA et al., 2018). Fonte: O autor.

2.5. IMATINIBE

O imatinibe, um derivado do 2-fenil-amino-pirimidina (Figura 7), € o
medicamento de primeira escolha no tratamento da leucemia mieloide crénica. Os

estudos sobre o farmaco foram iniciados no final da década de 90, e em meados de
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1998 foram iniciados os primeiros testes clinicos, com aprovacdo para uso em
2001, pelo FDA sob o nome de Glivec® (YANG; SHAO; ZHOU, 2020; IQBAL,;
IQBAL, 2014; CAPDEVILLE; SILBERMAN, 2003; KANTARJIAN; TALPAZ, 2001).
Nos ultimos anos tem demonstrado que é capaz de reduzir o avanco da leucemia
mieloides crbnica, inclusive em pacientes inicialmente tratados com o interferon. Ao
longo de dez anos, a taxa de sobrevivéncia nos individuos tratados com imatinibe foi
de até 79,4% (CAROFIGLIO et al., 2020; MOLICA et al., 2019).

Figura 6. Férmula molecular do imatinibe.

HSC‘N/ﬁ NH

Féormula molecular do imatinibe. 4-[(4-metilpiperazinil-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[4-(3-pirimidil)-2-
piramidillamino-fenillbenzamida . Férmula molecular: C20H31N7O. Peso molecular: 493.60 g/mol.
Fonte: Adaptado de (PENG; LOYD; SCHRAN, 2005).

O mecanismo de acdo do medicamento consiste na inibicdo da proteina BCR-
ABL, proteina codificada pelo gene de mesmo nome e resultante da translocacéo
dos cromossomos 9 e 22. Além da proteina da BCR-ABL, o farmaco também é um
inibidor da proteina tirosina quinase C (c-KIT), uma proteina proto-oncogénica e do
receptor A do fator derivado de plagquetas (PDGFRA). Os receptores de tirosina
cinase estédo envolvidos em diversas cascatas de sinalizagao, especialmente as que
levam ao desenvolvimento do cancer (SHANDIZ et al., 2016; IQBAL; IQBAL, 2014).

A atividade da proteina quinase consiste na fosforilagdo do residuo de tirosina
por meio da adicdo de um fosfato, proveniente da adenosina trifostato. Esta, por sua

vez, estara ligada ao sitio ativo da proteina. Portanto, a ligagdo do imatinibe préximo
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ao sitio ativo da proteina promove uma inibicAo semicompetitiva da atividade
proteica (IQBAL; IQBAL, 2014).

Comercializado na forma de comprimido, o imatinibe & soluvel em dgua e em
tampado aquoso com valores de pH de 5,5 ou inferior. Apdés a administracao via oral,
o farmaco é rapidamente absorvida e detectada no plasma ap6s 30 minutos. A
metabolizacdo é realizada pelas proteinas do citocromo P450, a CYP3A4 e CYP345
(BRAUN; EIDE; DRUKER, 2020; CHU et al.,, 2020; YANG; SHAO; ZHOU, 2020;
IQBAL; IQBAL, 2014; PENG et al., 2004)

O tratamento da leucemia mieloide crbnica consiste no uso de inibidores
tirosina quinase como o imatinibe, nilotinibe, dasatinibe, dentre outros. Destes o
imatinibe é o tratamento de primeira escolha, pacientes resistentes ou intolerantes
ao medicamento devem utilizar outros inibidores tirosina quinase (ALADAG;
HAZNEDAROGLU, 2019).

Ja foi demonstrado que ha a possibilidade da associacdo do imatinibe a
nanoparticulas que podem funcionar como carreadores de farmacos no tratamento
da leucemia, com isso o tempo de liberacdo do farmaco pode ser alterado, bem
como a incidéncia e gravidade dos efeitos adversos (AMIRI et al., 2020). LI; YANG,;
ZHANG, (2019) testou a conjugacdo do imatinibe a nanoparticulas poliméricas
associadas a galactose com a finalidade de melhorar a biodisponibilidade do
farmaco e observou que o conjugado formado é capaz de ser absorvido pelas
células intestinais. Considerando que o imatinibe € um medicamento disponivel na
forma farmacéutica de comprimido e a absorcdo pode ser prejudicada por varios
fatores fisioldgicos, € importante buscar melhorias na apresentagcédo farmacéutica do
medicamento.

A associacao do imatinibe com nanoparticulas jA mostrou ser eficaz contra
células cancerigenas (SOBIERAJSKA et al., 2020; CI et al., 2019; COVA et al.,
2016). Lipossomas formados por fosfolipideos foram utilizados como carreadores do
imatinibe e tamoxifeno e apresentaram eficacia na reducdo do crescimento de
células MCF-7 e MDA-MB-231 relacionadas ao cancer de mama (JOSE et al., 2019).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Associar o imatinibe ao GQD formando uma nanoparticula com atividade

contra células leucémicas e com maior seguranca em relacdo ao imatinibe.

3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar o GQD;

e Associar o GQD ao imatinibe por meio da ativacdo com EDC e NHS;

e Confirmar a formacéo do conjugado por meio de andlise de espectroscopia de
infravermelho e microscopia de for¢ca atdomica;

e Avaliar a viabilidade celular e inducédo de apoptose do conjugado;

¢ Investigar a capacidade de internalizacdo do GQD@imatinibe.
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4. METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho encontra-se descrita no Artigo intitulado
Graphene Quantum Dos decorated with imatinib for leucemia treatment publicado na

Journal of Drug Delivery Science and Technology em 2020 de propria autoria.
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The use of graphene quantum dots as biomedical device and drug delivery system has been
increasing. This nano- platform of pure carbon has showed unique properties and showed to be
safe for human use. The imatinib is a molecule designed to specifically inhibit the tyrosine kinase,
used for leukemia treatment. In this study, we successfully decorated the graphene quantum

dots (GQDs@imatinb) by a carbodiimide crosslinking reaction.
The GQDs@imatinb were characterized by FTIR and AFM. The nanoparticles’ in vitro behaviors

were evaluated

by cellular trafficking (internalization) assay and cell viability and apoptosis assays in various

cancer cell lines, including suspension (leukemia) cells and adherent cancer cells. The results

showed thatthe incorporation of the
imatinib on the surface of the graphene quantum dots did not change the nanoparticles’

morphology and

properties. The GQDs@imatinb could be efficiently internalized and kill cancer cells via the
induction of apoptosis. The data indicated that the prepared GQDs@imatinb might be a great

drug nano-platform for cancer, particularly leukemia treatments.

1. Introduction

Carbon-based nanomaterials are nanomaterials with a high possi-
bility of structures in diverse geometries and chemical bonds (sp1, sp2,
sp3), which significantly changes their properties. The carbon-based
nanomaterials include: fullerenes (OD), carbon nanotubes (1D) and
more recently (<10 -y) graphene (2D) [1,2]. The latter consists of a
monolayer of sp2 carbon atoms arranged in a hexagonal crystal lattice.
Graphene has unique properties related to its dimensionality, such as
electronic, optical, mechanical and thermal. The surface of pure

graphene usually interacts with other molecules via physical adsorption
(m-m interactions). To allow the graphene surface to be more reactive,
defects or surface functional groups are generally introduced, like
carboxyl, carbonyl and amino groups can adjust the surface properties
and electronic properties of graphene. The electrical conductivity (up to
2104 S/cm) can be 100 times higher than silicon [3-8].

A more recent variation of the carbon-based nanomaterials is the
graphene quantum dots (GQDs). Among all the carbon-based family the
GQDs are the most prominent in the use for biomedical applications,
especially due the distinctive and tunable photoluminescence
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properties, physicochemical properties, high photostability, good
biocompatibility, and small size. In general, GQDs are composed of a few
layers of graphene fragments, with an absorption in the UV region

(230-300 nm), which may change according to the size, since the
guantum confinement effect and density of sp2 sites are size-dependent

[9-11]. Finally, GQDs presents low toxicity for cells and in vivo,
corroborating their use for biomedical application [12-14].

Leukemiais defined as an aberrant hyper-proliferation ofimmature
blood cells that do not form solid tumor masses (i.e., liquid cancer).
Usually, leukemia could be either of the myeloid or lymphoid lineages,
and is classified as acute or chronic in nature. Leukemia is the most
commontype of cancerin children and adolescents, accounting for be-
tween25% and 35% of all pediatric neoplasms. Leukemias ariseincells
of the hematopoietic system. They originate from immature cells of the
bone marrow. In the early stage of lymphoblast development, for
example, arapid onsetdisease called acutelymphoidleukemiaresults.
When it originates in cells related to the development of granulocytic
and monocytes cells, they are called acute myeloid leukemia. In most
countries, acute lymphoid leukemia is more common among children
under 5years of age, its frequency decreases with increasing age and
accommodates more boys than girls. For acute myeloid leukemia, these
rates are five times lower than all leukemia’s combined. Is important to
notice that chronic leukemias tend to have more mature cells and are
rare in pediatric patients, while the acute ones are typically less mature
and commonly occur in patients of all ages and are potentially rapidly
fatal if not readily treated [15]. Also, some studies have shown that
GQDs are capable to interact with a great variety of molecules, drugs,
DNA and radioactive materials, with a wide range of application
including: i) bioimaging and biosensing, ii) drug delivery, and ii) pho-
tothermal and photodynamic therapy [12,13]. Finally, the GQDs pre-
sents low toxicity for cells and in vivo, corroborating their use for
biomedical application [14-16].

In this study we have developed, characterized and tested in vitro the
potential use of graphene quantum dots decorated with imatinib as a
nanodrug for leukemia therapy.

2. Materials and methods

The both synthesis and characterization of graphene are compre-
hensively described in Menezes et al. [18]. Briefly, electrochemically
green route was used to produce the graphene. Initially, graphite rod
and a platinum, respectively anode and cathode were used in a buffer
solution of citric acid: sodium citrate. The decomposition was performed
using a constant current of 190 mA for 24 h (ICEL PS-1500). After
electrolysis the dispersion was filtered and dried at 60 ° C. Then, 50 mL
of pure ethanol was added and the upper phase (purified graphene)
was collected and dried again at 60 ° C. All the characterization
methods included atomic force microscopy (AFM) (Bruker, Santa
Barbara) (scan
resolution of 256 x 256 lines and a frequency of 0.5 Hz), UV-Visible
(Cary 60 UV-Vis, Agilent) (emission at wavelength of 395 nm), fluo-
rescence spectrophotometer (Ocean Optics HR2000), powder X-ray
diffraction (PXRD) (Bruker AXS D8) using a CuKa radiation source and
Raman analysis were performed by Horiba-Jobin-Yvon triple spec-
trometer (model T64000) [18].

2.1. Graphene quantum dots decoration process with imatinib

Imatinib decorated graphene quantum dots (GQDs@imatinib) was
obtainedviaacarbodiimide functionalization reaction. Forthereaction,
GQDs (Graphene Quantum Dot) (13,5 mg) previously produced and
described [16] was dispersed in 10 mL of water by ultrasonication (5
min, 155w of potency, 50/60 Hz of frequency) at room temperature. A
solutionby 12,5 mg of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
(EDC) (Oakwood chemical) and 38,2 mg of N-hidroxisuccimida (NHS)
(Alfa Aesar) was prepared in 2,5 ml of distilled water and then added of
13mgof GQDsdispersion. Subsequently, the mixturewasstirredfor4h
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at room temperature. Then, 12,9 mg of imatinib (Sigma-Aldrich) was
diluted in 1 ml of distilled water and add to the mixture and stirred for
18 h. The resulted material was centrifuged (13 300 rpm, 5 min) and
washed three times with distilled water to remove unbound reagents.
The quality of the reaction has been confirmed by Fourier-transformed
infrared spectroscopy (FTIR) (IR-tracer-100 Simadzu).

2.2. FTIR spectroscopy analysis

Infrared absorption spectra were captured using the method FTIR
with UATR accessory (universal sampling arm accessory with pressure)
were reached at room temperature on a spectrophotometer with trans-
formed by Fourier from PerkinElmer (model: Spectrum 400, Serial No:
82 287) in the region between 4000 and 400 cm-1. The spectral reso-
lution was 2 cm-1 and 32 accumulations.

2.3. Atomic force microscopy

Samples of Imatinib decorated graphene quantum dots (GQDs@i-
matinib) were solubilized in distilled water and 10 pm was dropped in
fresh cleaved mica and rest until complete drying. The AFM measure-
ments of graphene QDs film was performed using a Multimode 8 mi-
croscope (Bruker, Santa Barbara, CA) in QNM (Quantitative
Nanomechanics) mode using probes model Scanasyst Air, with nominal
spring constant of 0.4 N/m and nominal tip radio of 2 nm approxi-
mately. The particle and section analysis was performed with Nano-
Scope Analysis 1.50 software and the images resolution was 256 samples
per lines.

2.4. Cell viability assay

To study the anticancer activity of imatinib, GQD, and GQDs@ima-
tinib, the human myeloma cells (RPMI 8226) and ovarian cancer cells
(NCI-ADR/RES) were grown at & 103 cells/well in 96-well plates. The
imatinib, GQD, or GQDs@imatinib was incubated with the cells at
various concentrations (0.1-1000 pg/mL) for 72 h. The cytotoxicity was
evaluated by the CellTiter-Blue® Cell Viability Assay [17]. Briefly, 10 pL
of the reagent was diluted with 90 pL of the complete growth medium

[?er well and incubated with the cells at 37 ° C for 2 h. Then, the
fluo-

rescence intensity was determined at Aex= 560 nm and Aem = 590 nm
on a microplate reader. The four-parameter dose-response curves were
made and the corresponding half maximal inhibitory concentrations
(IC50) were calculated by GraphPad Prism software v8.3 (GraphPad
Software).

2.5. Apoptosis analysis

The cell apoptosis was analyzed by the Annexin V-FITC and propi-
dium iodide (PI) double staining [18]. Briefly, the RPMI 8226 cells (6 x
103 cells/well) were incubated with imatinib, GQD, or GQDs@imatinib
at 100 pg/mL inthe complete growth medium for 48 h. The treated cells
were collected by centrifugation and resuspended in 100 pL of the
binding buffer. The cells were stained with 10 pL annexinV-FITCand 10
uL PI for 15 min at room temperature and analyzed by the flow
cytometry.

2.6. Trafficking assay

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) were seeded at 2500 cells/cm2
andreaching 60% confluence, exposedto 20 ug/mlgraphene quantum
dots for, alternatively, 30 min or 2 h. Following, cells were fixed in 2.5%

glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2), post-fixed in 1%
osmium tetroxide (OsO4) and 0.8% potassium ferrocyanide in 0.1 M
cacodylate buffer during 40 min, dehydrated in a series of acetone
gradation (70-90-100%), and embedded in epoxy resin. Ultrathin sec-
tions (60-70-nm thick) were collected, stained with uranyl acetate and



lead citrate. At the end, the samples were analyzed using a Tecnai Spirit
TEM (FEI Co. The Netherlands).

3. Results

3.1. Graphene quantum dots decoration process with imatinib

The synthesis of graphene quantum dots@imatinib (GQDs@imati-
nib) was performed by GQDs functionalization with EDC (ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide) and NHS (N-hydroxysuccinimide)
to activate carboxyl groups of GQDs (Fig. 1). FTIR spectroscopy analysis
GQDs (Fig. 2) shows adsorption bands at 3480-3520 cm-1, 1762 cm-1
and 1041 cm-1, corresponding to OH, C=0 and >O, respectively. The
chemical changes of graphene quantum dots@imatinib (GQDs@imati-
nib) were analyzed comparing the FITR spectra of the decorated GQDs
with the FITR spectra of the pure GQDs.

The data showed the formation of a new band at 1664 cm-1 in the
GQDs@imatinib spectra, corresponding to amide vibration, which sug-
gest the covalent ligation formed between amine from imatinib group
with the active carboxyl groups from GQDs. Also there are peaks at 1530
cm-1 e 1576 cm-1 which corresponds to C-N and N-H vibration.

3.2. Atomic force microscopy

The atomic force microscopy (Fig. 3) showed quantum dot property
of the GQDs and corroborated the topographical 2D. The QNM analysis
with energy dispersion evidenced the complexation of imatinib with the
graphene quantum dot corroborating the FTIR analysis.

3.3. Cellular trafficking assay

Inorderto establishthe permeation ofthe GQDs@imatinibintocells
and predicts it behavior we performed cellular trafficking assay. None-
theless, isimportantto fully understand if GQDs@imatinib is capable to
enter cells cytoplasm and block effectively the Ber-Abl tyrosine kinase,
since imatinib inhibits Bcr—Abl kinase, mainly presented in cytoplasm,
causing apoptosis [19-21].

First, was evaluated the behavior of GQDs@imatinib into the cells
medium. In this direction, 1 mg/ml of GQDs@imatinib was re-
suspended in culture medium Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) high glucose supplemented with 10% serum fetal bovine. The
influence on the particle was a partial agglomeration with size ranging
from 40 to 200 nm (Fig. 4).
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Fig. 2. Fourier-transform infrared spectroscopy analysis comparing the pure GQDs,
the GQDs decorated with imatinib and the pure imatinib.

In order to verify cellular internalization of GQDs@imatinib MDA-
MB-231 (ATCC® HTB-26™), mammary cell line derived from metasta-
tic site were exposed to 20 pg/ml GQDs@imatinib during 1 and 24 h
(Fig. 5). Recently, a study performed by Chevalier et al. [22] correlated

the presence of ABL tyrosine kinase in MBA-MB-231 cells, which influ-
enced our choice for this cell line to perform this assay.

3.4. Cell viability assay

The cytotoxicity of imatinib, GQD, and GQDs@imatinib was evalu-
ated by the CellTiter-Blue® Cell Viability Assay in both adherent cells
(NCI-ADR/RES) and suspension cells (RPMI 8226) (Fig. 6). The imatinib
showed the highest cytotoxicity among the treatments in both cell lines.
The GQDs@imatinib showed a slightly decreased cytotoxicity, which
was probably due to the delayed drug release/dissociation. In contrast,
the GQDs were very safe, indicating its safety as a delivery nanocarrier.
The calculated IC50s showed the same results (Table 1).

__ Reactive Ester __

cf
)&

EDC

o O OH

Fig. 1. Functionalization using 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) and 38,2 mg N-hidroxisuccimida (NHS) and decoration with imatinib.
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Fig. 3. A: Overview analysis. B: Topographical analysis and C: QNM mode with energy dispersion analysis. The blue arrow shows the quantum property. The yellow arrow shows the
height of the graphene quantum dot and the red arrow shows the energy dispersion regarded to the imatinib complexation. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

e . - S

Fig. 4. Physicochemical characterization pure graphene quantum dots in medium culture. Representative STEM images of graphene quantum dots agglomerates.

20 pyg/ml graphene QD
Thour 24 hours

Fig. 5. Electron micrographs of MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™): (A and B) untreated cells (Cand D) 1 h exposed (E and F) 24 h exposed to graphene quantum dots. Note graphene
quantum dots presence (black arrow) in cytoplasm after 1 h’s exposition and nuclear translocation after 24 h exposition. Nu- Nucleus.

3.5. Apoptosis analysis

The apoptotic and dead cells were stained by the annexin V-FITC and Pl and analyzed by flow cytometry. In the RPMI 8226 cells, at 48 h, the
number of the apoptotic cells (annexin V positive) upon imatinib and GQDs@Imatinib treatments significantly increased compared to those of the
untreated cells (Fig. 7A). The number of the late apoptotic and dead cells (Pl positive) upon the imatinib treatment significantly increased compared
to the untreated cells, while the GQDs@imatinib only caused the mild cell death (Fig. 7B), in consistent with the cytotoxicity data. In
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Fig. 6. The cell viability assay after 72 h treatments in the NCI-ADR/RES (A) and RPMI 8226 cells (B).

Table 1

The IC50s of the treatments (pug/mlL).

Cell lines Imatinib Gap GQDs@imatinib®
RPMI 8226 32.61 991.1 93.59
NCI-ADR/RES 41.35 849.2 88.93

@ Equivalent imatinib dose.

contrast, the GQDs didn’t cause significant cell apoptosis/death.

4. Discussion

According to Dreyer et al. [23] graphene and the reduced form
(graphene oxide) can easily perform reduction reactions due the dis-
rupted sp2 bonding networks. Aside this, graphene shows reactive ox-
ygen: carboxylic acids (inthe edges) and epoxy and hydroxyl groups (in
the basal planes) [24,25] (Fig. 8). The presence of the carboxylic acids
and hydroxyl groups allows the carbodiimide crosslink reaction using
EDC (ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) and NHS (N-
hydroxysuccinimide).

The activation of acid group by the 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)-carbodiimide (EDC) and subsequent addition of esters (nucleo-
philic specie) by the use of NHS (N-hydroxysuccinimide) is a common
methodology to covalent functionalization, and the final product may be
used as a drug delivery device [27-29].

The EDC carbodiimide/NHS crosslink reaction used in this study
efficiently produced graphene quantum dots functionalized with ima-
tinib. This reaction active the carboxyl groups from GQDs assisting the
formation of amide bond, which increase the applicability for insertion
of proteins, peptides and chemotherapeutics that are rich substrates
with a great variety of functional groups in their chemical structure
[30-32]. The FITR analysis compared pure GQDs, GQDs decorated with
imatinib and the pure imatinib. The results showed peaks that evidenced
the presence of groups OH and GO and a new band at 1664 cm-1

GQDs@imatinib.

The atomic force microscopy (AFM) analysis, especially the QNM
analysis corroborated the functionalization of the GQDs with imatinib.
Also showed that functionalization of GQDs with imatinib did not
interfereinthesize ofthe GQDs. The AFM analysisshowedaGQDwitha
size range from 162 to 287 nm with a height of 5 nm, practically the
same result described by Menezes et al. [33].

The trafficking assay showed cells internalization of GQDs@imatinib
nanoparticles with morphology compatible with graphene quantum
dots. These particles appeared after 1 h in cell cytoplasm and after 24 h
images shows nuclear translocation (Fig. 5). The presence of GQDs@i-
matinib nanoparticles into the nucleus is an advantage. According to
Huang et al. [34], Ber-Abl has three nuclear localization signals and one
nuclear export signal. Nonetheless, although Bcr-Abl is mainly located in
the cytoplasm, the c-Abl shuttles between the nucleus and cytoplasm
[35-37]. Thus the presence of GQDs@imatinib, a potent inhibitor of
Bcr-Abl and c-ABL in the nucleus may predicts a stronger effect of the
nanosystem when compared to the solely effect of pure imatinib.

The cell viability data and apoptosis analysis showed that: i) the
graphene quantumdot (GQD)aloneis harmlessforthecellstestedand
ii) the GQDs@imatinib was less efficient than the pure imatinib. The
first finding is quite desirable and demonstrated that any effect caused
by the GQDs@imatinib is due to the presence of the imatinib. Also
corroborated the low cytotoxic of the pure GQDs [38]. Regarding the
second result, the lower cytotoxic effect of the conjugated imatinib
(GQDs@imatinib) observed comparing with the free imatinib can be
explained by the delayed release/dissociation of imatinib from the
GQDs. According to Liu et al. [39], the similar result was observed using
paclitaxel (PTX) nanoconjugate (PEG2000-peptide-PTX), in which the
drug release process (cleavage) delayed the PTX’s action. As explained
above the functionalization of the GQDs with imatinib occurred by a
covalent-bond crosslinking reaction. The formed amide bond may be
relatively stable and requires a longer contact time for the cleavage.
However, controversially with the lower efficacy when compared with
the free imatinib, the GQDs@imatinib was able to produce significant
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Fig. 7. The apoptosis and death of the RPMI 8226 cells analyzed by the annexin V (A) and PI (B) double staining.
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cancer cell-killing effects, supporting the use of this platform as a drug
delivery system. Here, we speculate that in an in vivo biological envi-
ronment (human or animals) the GQDs@imatinib’s anticancer effects
would be more significant, considering the myriads of endogenous fac-
tors as the EPR effects and tumor microenvironment, such as pH vari-
ation, temperature variation and enzymes [40,41]. Our findings are
corroborated by Jian et al. [42], which have used metal-organic
framework composite associated with graphene quantum dots for leu-
kemia treatment with positive results. Also, the studies performed by
Russier etal. [43] demonstrated that few-layer graphene (FLG) disper-
sions are capable to specifically kill myelomonocytic leukemia. Thus,
the use of GQDs@imatinib may represent a safety and new approach for
leukemia treatment.

5. Conclusion

The study showed that is possible to functionalize the graphene
quantum dot with a small molecule as imatinib using a rapid carbodii-
mide crosslinking reaction. Also the data showed that conjugation of the
imatinib with the GQDs did not change the size as the shape. The traf-
ficking assay corroborates the internalization of the GQDs@imatinib.
The cytotoxicity as the apoptosis assay showed that GQDs@imatinib are
capable to produce a remarkable cancer cell proliferation.

The results obtained in this study corroborated the potential use of
graphene quantum dots decorated with imatinib as a nanosystem for
leukemia treatment. The use of a pure-carbon nanosystem, easily
decorated, with the ability to penetrates the cancer cell as efficiently
kills the target cell is innovative approach in the blood cancer treatment.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo deste trabalho encontra-se descrita no Artigo
intitulado Graphene Quantum Dos decorated with imatinib for leucemia treatment
publicado na Journal of Drug Delivery Science and Technology em 2020 de propria

autoria.



51

6. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que € possivel realizar a conjugacdo do GQD ao
imatinibe por meio da funcionalizacdo do GQD com EDC e NHS. O GDQ@imatinibe
preserva o tamanho médio, a seguranca biolégica e a capacidade de ser
internalizado pelas células assim como o GQD isoladamente. Logo, o conjugado é
capaz de induzir a morte de células leucémicas com menor toxicidade quando

comparado ao imatinibe.

Os estudos tem mostrado que o uso de nanoparticulas de carbono como
carreadores de farmacos tem apresentado eficiéncia no tratamento do cancer, pois
contribuem no direcionamento dos farmacos ao seu alvo especifico, bem como
apresentam menos efeitos toxicos nas células saudaveis. Logo, os dados
apresentados neste trabalho mostram que o GQD decorado com imatinibe

apresenta-se como uma nanoparticula promissora para o tratamento da leucemia.
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