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Resumo

Os nanobastdes de ouro tém se mostrado muito adequados e
promissores em aplicacdes biomédicas. Por outro lado, a falta de informacdes
precisas sobre a interacdo desses nanocompostos com organismos Vivos se
torna uma barreira na disseminacao do seu uso. Esse tipo de caracterizagédo €
de extrema importancia na abordagem vacinal, onde as interagbes entre
células e imundgenos e a resposta gerada sao essenciais para uma
imunizacao eficiente. A interacdo das nanoparticulas com as células pode ser
influenciada por fatores como a adsor¢cdo de biomoléculas do meio e a
presenca de ligantes em sua superficie. Por isso, a geracado de conhecimento
acerca deste tema permite que o0 uso dessas nanoparticulas seja feito de
maneira mais eficiente e pontual. Com isso em mente, propomos este trabalho
com o0 objetivo de avaliar quais vias de endocitose sdo atuantes na
internalizacdo de nanobastdes de ouro funcionalizados ou ndo com a proteina
E de envelope do Dengue virus 3, em macréfagos murinos. Também propomos
avaliar a influéncia das proteinas séricas no direcionamento desses processos.
Para isso, inibidores das vias de endocitose tiveram o grau de citotoxicidade
avaliado em funcéo de diferentes concentragdes, em meio de cultura contendo
ou nao soro fetal bovino. O mesmo foi feito para os nanobastdes de ouro
(AuNRS) puros e funcionalizados. Os 4 inibidores ndo causaram citotoxicidade
nas concentracbes comumente utilizadas em outros trabalhos. A
funcionalizagdo dos AuNRs reduziu sua citotoxicidade. O perfil de viabilidade
celular observado para as diluicbes dos AuNRs puros foi semelhante ao perfil
das diluicbes correspondentes de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). A
quantificacdo dos AuNRs endocitados nas células controle e inibidas foi feita
por meio de microscopia eletronica, citometria de fluxo, densidade O6ptica e
microscopia confocal. Nenhuma das técnicas proporcionou dados adequados
para analise estatistica. Apesar disso, a internalizagcdo dos AuNRs parece ser
mediada por diferentes vias de endocitose, sendo que o direcionamento para
uma determinada via é influenciado pela funcionalizagdo. Esta provavelmente

altera a forma como os AuNRSs interagem com as proteinas séricas.

16



Palavras-chave: nanobastdes de ouro, proteina E, Dengue virus, macréfagos,

internalizacao, proteinas séricas.

17



Abstract

Gold nanorods have been shown to be suitable for biomedical
applications. On the other hand, the lack of precise information on how these
nanocomposites interact with live organisms is a barrier to its widespread use.
This is of uttermost importance in vaccine approaches, where interactions
between cells and immunogens, as well as the generated response are
essential for efficient immunization. The interaction between nanoparticles and
cells may be affected by factors such as adsorption of biomolecules from de
medium and the existence of ligands on their surface. Therefore, the generation
of knowledge regarding these issues may enable the use of nanoparticles in a
more efficient and pinpointing way. With the above in mind, we propose this
work aiming to evaluate what endocytosis pathways are active in internalization
of gold nanorods functionalized or not with Dengue virus type 3 envelope
protein in murine macrophages. We also propose to evaluate the influence of
serum proteins in directing these processes. For this, inhibitors of endocytosis
pathways had their cytotoxicity assessed to determine the concentrations of
usage in both conditions: medium containing or not fetal bovine serum. This
same evaluation was made to gold nanorods (AuNRs) raw and functionalized.
All such inhibitors did not cause citotoxicity in concentrations commonly used in
other studies. The functionalization of AuNRs reduced the cytotoxicity. The
profile of cell viability observed for dilutions of raw AuUNRs was extremely similar
to the profile of corresponding dilutions of cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB). The quantification of endocyted AuNRs in control and inhibited cells
was done through electron microscopy, flow cytometry, optical density and
confocal microscopy. None of these techniques provided statistically adequate
results for analysis. Nevertheless, the internalization of AUNRs seems to be
mediated by different endocytic pathways, with the predominance of a specific
via influenced by functionalization what probably changes the means of how

AuNRs interact with serum proteins.

Key words: gold nanorods, envelope protein, Dengue virus, macrophages,

internalization, serum proteins.
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1. Nanotecnologia

Materiais em escalas nanométricas tém sido amplamente pesquisados e
desenvolvidos nos ultimos anos. A nanotecnologia, area da ciéncia responsavel
por esses estudos, lida com materiais em escalas onde pelo menos uma de
suas dimensfes mede entre 1 e 100 nandmetros (PISSUWAN et al., 2008).

As caracteristicas fisicas e quimicas da matéria dependem, em parte, do
movimento que o0s elétrons executam. Esse movimento, por sua vez, depende
do espaco disponivel e do tipo do material. Na escala nanométrica, o espaco
para movimentacdo dos elétrons é pequeno, e por isso, as propriedades do
material diferem daquelas observadas em escalas maiores. Além do tamanho,
a forma das nanoparticulas também interfere nas caracteristicas fisico-

guimicas gerais da matéria (HUANG et al., 2009).

1.1. Caracteristicas Gerais das Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro (do inglés, Gold Nanoparticles, AUNPs) sao
muito adequadas para aplicacdes bioldgicas porque somam caracteristicas
desejaveis que podem ser manipuladas de acordo com objetivos especificos.
As AuNPs apresentam picos Opticos que variam conforme o tamanho e a
morfologia. Elas possuem baixa toxicidade em sistemas bioldgicos e suas
caracteristicas de superficie permitem facil ligacdo a moléculas organicas
(PISSUWAN et al., 2008).

Dentre as diversas formas de AuNPs desenvolvidas e utilizadas, as
nanoesferas foram as primeiras a serem estudadas. Na sequéncia vieram 0s

nanobastdes, nanoconchas e nanocaixas (Fig. 1) (CAl et al., 2008).

o
O
0

Nanoesfera Nanobastao Nanoconcha Nanocaixa

Figura 1. Diferentes tipos de nanoparticulas de ouro. Au: ouro. Adaptado de CAl et al., 2008.
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Todas essas caracteristicas se refletem em um perfil grafico baseado na
ressonancia plasmonica de superficie localizada (do inglés, Localized Surface
Plasmon Resonance, LSPR). Esse fenbmeno acontece quando um espectro
eletromagnético, de comprimento de onda especifico, irradia a superficie de
nanoparticulas metalicas. Seus elétrons de superficie oscilam em ressonancia
com 0 espectro e essa ressonancia se propaga ao longo da nanoparticula. A
LSPR ¢é responsavel pela forte absorcdo de Iluz observada em
espectrofotometro de luz ultravioleta/visivel. Além do tamanho e forma das
nanoparticulas, a LSPR depende das propriedades dielétricas do metal e do
meio no qual as nanoparticulas se encontram (HUANG et al., 2009). Para as
nanoparticulas de ouro, a oscilacdo de seus elétrons acontece quando a luz
incidente tem comprimento de onda na regido visivel ou proxima a ela (400 a
800 nm) (EL-SAYED, 2001).

1.2. Propriedades Plasmonicas dos Nanobastdes de Ouro

O uso dos nanobastdes de ouro (do inglés, Gold Nanorods, AuNRs) tem
se difundido principalmente pelos avan¢os nos processos de sintese e pelas
suas propriedades Opticas, muito (Oteis em métodos terapéuticos e
diagnosticos. As propriedades Opticas estdo diretamente relacionadas ao
tamanho e forma das nanoparticulas.

Os AuNRs apresentam dois modos de LSPR (Ressonancia Plasménica
de Superficie Localizada): o transversal, que é a oscilacdo dos elétrons ao
longo do diametro do nanobastdo; e o longitudinal, sendo este a oscilacdo ao
longo do comprimento do nanobastdo (Fig. 2a). O pico (representado
graficamente) da ressonancia transversal acontece pela excitacdo dos elétrons
por ondas eletromagnéticas de aproximadamente 520 nm (comprimento de
onda da luz verde) (Fig. 2b). A ressonancia longitudinal aparece em
comprimentos de onda maiores que os da ressonancia transversal. Portanto,
graficos de LSPR contendo essas caracteristicas sdo exclusivos de AuNRs.
Nanoparticulas de outras formas (esferas, caixas) terdo padrdes graficos
diferentes (KELLY et al., 2003; HUANG et al., 2009).
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Figura 2. Interagéo entre a luz polarizada e os nanobastdes de ouro causando a ressonancia plasmonica de superficie.
a) Quando um feixe de luz irradia os nanobastdes, seus elétrons de superficie podem oscilar no sentido transversal ou
longitudinal. O tipo de oscilacdo depende do comprimento de onda da luz utilizada para excitar os elétrons. b)
Graficamente, as oscilagdes sé@o representadas por picos. O pico da oscilagdo transversal se localiza na regido de
comprimento de onda da luz verde e é menor, em termos de absorbancia, que o pico da oscilagdo longitudinal que é
encontrado em comprimentos de onda maiores. nm: nandmetros. Adaptado de HUANG et al., 2009.

O fato de AuNRs possuirem oscilacées longitudinais que geralmente
acontecem em comprimentos de onda maiores que 700 nm é muito atraente
para aplicacdes terapéuticas. Agua e hemacias s&o os principais absorventes
de luz visivel e infravermelha em tecidos de seres vivos. No entanto, esses dois
componentes tém seus menores coeficientes de absorcdo em comprimentos
de onda entre 700 e 900 nm, a regido préxima do infravermelho (do inglés,
Near-Infrared, NIR) (WEISSLEDER, 2001). Dessa forma, nanobastfes com
LSPR nesse intervalo de comprimento de onda minimizam o risco de danos as
células saudaveis pela irradiacdo quando usados em terapias in vivo
(PISSUWAN et al., 2008).

1.3. Sintese de Nanobastdes de Ouro

A sintese de AuNRs pode ser feita por diferentes métodos. O mais
utilizado é o de crescimento mediado por “semente”. A solugcdo “semente”,
fonte de nanoparticulas de ouro de aproximadamente 1,5 nm de diametro, é
feita reduzindo-se o acido cloroaurico (HAuCls) pelo boroidreto (BHs4) na
presenca de brometo de cetiltrimetilamonio (do inglés, Cetyltrimethylammonium
Bromide, CTAB). Essas particulas formadas séo os cernes a partir dos quais 0s
nanobastdes sdo sintetizados. A solucdo de crescimento é a fonte de Au*. Ela
é obtida através da redugcdo do HAuCls pelo acido ascorbico. Adicionando a
solucéo de crescimento a solucao “semente” na presenca de CTAB e nitrato de
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prata (AgNO3), tem-se a formacao dos nanobastdes. O CTAB é um surfactante
que se liga preferencialmente as faces longitudinais das nanoparticulas de
ouro. Dessa forma, apenas as extremidades ficam livres para a deposi¢cdo do
ouro, favorecendo o crescimento em bastdao (Fig. 3). O AgNOs auxilia no
controle da forma e do aspecto (razdo comprimento x diametro) dos
nanobastdes. O aspecto também €& controlado pela proporcdo de solucdo
“semente” e de crescimento (IOSIN et al., 2009; DREADEN, et al.,, 2012;
PEREZ-JUSTE, et al., 2005). Esse método de sintese & preferencialmente
utilizado por ser de simples execugéo, pela facilidade no controle do tamanho
das particulas e por prover nanobastdes de alta qualidade (homogeneidade de
tamanho e preservacao da forma) e em grandes quantidades (JOHNSON et al.,
2002; HUANG et al., 2009).
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Figura 3. Sintese de nanobastao de ouro mediada por “semente” com crescimento direcionado pelo CTAB. Este se liga
preferencialmente as faces longitudinais dos nanobastdes, disponibilizando apenas as extremidades para a deposigao
dos ions de ouro, e consequentemente, promovendo o crescimento em forma de bastdo. CTAB:
Cetyltrimethylammonium Bromide. Adaptado de SALEM et al., 2007.

1.4. Funcionalizacdo de Nanoparticulas de Ouro

A conjugacdo de biomoléculas com nanoparticulas, processo
denominado funcionalizacdo, estd sendo amplamente explorada devido ao
ganho de funcdo que essa estratégia proporciona nas mais variadas
aplicacbes. A funcionalizagdo das nanoparticulas de ouro (AuNPs) pode ser
feita de quatro formas principais (Fig. 4): adsorcao eletrostatica, conjugacao
com ligante da superficie do nanobastédo, conjugacédo a pequenos cofatores
que a proteina pode reconhecer e se ligar, e conjugacdo direta com a

superficie do nanobastdo. Dada a variedade de estratégias existentes para
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funcionalizacéo, fatores como especificidade e estabilidade de ligagdo devem
ser levados em conta para escolha do método mais apropriado (AUBIN-TAM et
al., 2008).
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Figura 4. Diferentes formas de funcionalizagdo de nanoparticulas de ouro. a) Adeséao eletrostatica, b) ligacéo covalente
ao ligante de superficie, c) ligacéo da proteina ao cofator de superficie e d) ligagcao direta & superficie do nanobastao.
Fonte: AUBIN-TAM et al., 2008.

A adsorcdo eletrostatica (Fig. 4a) € a abordagem mais utilizada e de
simples execucao, pois ndo requer reacdes quimicas. A interacdo entre as
AuNPs e os ligantes pode ser modulada pelo pH ou pela for¢a i6nica do meio
(PISSUWAN et al., 2007).

Outro método de funcionalizacdo amplamente adotado envolve a ligacéo
covalente (Fig. 4b) entre a molécula de interesse e o ligante de superficie da
nanoparticula. Proteinas contendo lisina podem se ligar covalentemente
através da amina primaria desse aminoacido ao éster NHS (N-
Hidroxissuccinimida), previamente ligado a superficie das AuNPs (WANG et al.,
2002).

Dentre as interagcbes envolvendo cofatores de superficie (Fig. 4c),
destaca-se a funcionalizacdo de AuNPs com anticorpos para deteccdo de

antigenos especificos. As pontes dissulfeto da regido dobradica dos anticorpos
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sdo reduzidas a fim de se obter tidis livres que se associam naturalmente a
superficie das nanoparticulas de ouro (ACKERSON et al., 2006).

O ouro tem a propriedade intrinseca de se ligar a atomos de enxofre. Por
isso, proteinas contendo o aminoacido cisteina (através do grupo tiol em sua
cadeia lateral) podem se ligar diretamente a superficie das AuNPs (Fig. 4d).
Ambos sé precisam ser incubados juntos para que a reacado ocorra (AUBIN-
TAM et al., 2005).

Independentemente do método de funcionalizacdo empregado, sua
eficiéncia pode ser monitorada e avaliada por diferentes técnicas, dentre elas, o
deslocamento da curva grafica de ressonancia plasmoénica de superficie (Fig.
5). Esse deslocamento é resultado da alteracdo da ressonancia plasmoénica

das AuNPs causada por modificacdes em suas superficies (funcionalizac¢éo).
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Figura 5. Deslocamento da curva de ressonancia plasmonica de superficie apds o nanobastéo de ouro (AuNR) ser
funcionalizado com &cido lipdico (do inglés, teichoic acid, TA). A curva em preto se refere ao nanobastéo de ouro puro.
O pico de excitacdo se encontra no comprimento de onda de 772 nm. Apds o AuNR ser funcionalizado com o &cido
lipdico, ha um deslocamento da curva (em vermelho) para a direita (red-shift), alterando o pico de excitagédo para 810
nm.

Um dos mais importantes efeitos na funcionalizacdo das nanoparticulas
€ a alteracéo de carga da superficie. Interacdes eletrostaticas podem promover
a internalizacéo celular das nanoparticulas de forma mais eficaz que interacdes
hidrofébicas ou de van der Waals (DYKMAN et al., 2014). Prova disso é que
nanobastdes de ouro cobertos com polimeros positivamente carregados séo
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internalizados mais eficientemente que aqueles negativamente carregados ou
neutros (HAUCK et al., 2008). Esse resultado deriva do fato de que a carga
positiva favorece a adsorcdo a superficie celular que € negativamente
carregada (CHO et al., 2009).

1.5. Citotoxicidade dos Nanobastdes de Ouro

O ouro é relativamente inerte, embora seja sabido que ele pode interagir
com aminas primarias e grupos carboxila. Por isso, nanoparticulas de ouro sdo
consideradas ideais para aplicacfes bioldgicas. No entanto, para a sintese
dessas AuNPs, sdo utilizadas diversas substancias quimicas que podem ser
danosas aos sistemas bioldgicos. No caso dos AuNRs, o CTAB tem sido
apontado como o agente responséavel pela toxicidade, e ndo as nanoparticulas
em si (PISSUWAN et al., 2008).

O CTAB é um surfactante catidnico com propriedades detergentes sobre
biomembranas e proteinas. Sendo assim, ele se torna uma substancia
incompativel com aplicacdes biolégicas. Entretanto, seu uso é indispensavel,
pois além de se ligar nas laterais das nanoparticulas e direcionar seu
crescimento em forma de bastdo durante o processo de sintese, ele também
impede que os AuNRs se agreguem entre si apos a sintese. Este é o principal
motivo pelo qual o CTAB néo € totalmente removido ao término da sintese,
embora a maior parte do surfactante livre em solucdo seja retirada por
consecutivas etapas de centrifugacéo e lavagem (PISSUWAN et al., 2008).

O efeito citotoxico do CTAB é evidenciado em muitos estudos. Connor e
colaboradores (2005) mostraram que AuNPs contendo CTAB apresentaram
niveis de citotoxicidade significantes e similares aos do CTAB sozinho. Mas
apos as AuNPs terem sido lavadas para remocdo do excesso de CTAB
(permanecendo apenas aquele ligado a superficie das nanoparticulas), a
citotoxicidade observada anteriormente ndo se repetiu. Com isso, 0s autores
sugeriram que o CTAB presente na superficie das AuNPs ndo é toxico.
Entretanto, essa premissa foi colocada em xeque por outro trabalho (QIU et al.,
2010). Nesse estudo foi observado que quando as AuNPs interagem com
proteinas do meio de cultura celular, ocorre a substituicdo do CTAB pelas
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proteinas, deixando esse composto livre no meio. Além disso, quando as
nanoparticulas sao internalizadas, elas podem sofrer a acdo de enzimas
lisossomais que terminam por liberar o restante do CTAB ligado. Por sua vez, o
CTAB livre se torna capaz de induzir a morte celular.

Independentemente da forma como o CTAB se encontra, livre ou ligado
a superficie de nanoparticulas, ele € reconhecidamente uma substancia toxica.
Contudo, ele ndo pode ser completamente removido sem que haja a
substituicdo por um agente estabilizante pds-sintese (impedindo a agregacao),
e que para aplicacbes biolégicas, seja biocompativel. Diante desse desafio,
muitos estudos tém empregado diversas substancias biocompativeis, apés a
sintese dos nanobastdes, em substituicio ao CTAB. Entre elas estdo o
polietilenoglicol (PEG) e a fosfatidilcolina (PISSUWAN et al., 2008;
TAKAHASHI et al., 2006). Além de impedir a agregacao, esses ligantes podem
diminuir a interacdo inespecifica das nanoparticulas com membranas celulares
e proteinas solaveis, aumentando o tempo de permanéncia na corrente
sanguinea. Em razao disso, a dose toleravel para determinada molécula ligada
as nanoparticulas pode ser diferente daquela toleravel para a molécula sozinha
(NIIDOMEA et al., 2006; DREADEN et al., 2012).

1.6. Aplicacdes Biomédicas dos Nanobastdes de Ouro

1.6.1. Diagndstico, Imagem Molecular e Terapia Fototermal

Os tecidos possuem, intrinsecamente, caracteristicas que absorvem
(hemoglobina, melanina, agua) e espalham (membrana celular, nucleo,
mitocdndria) a luz. Embora isso possibilite o contraste entre os tecidos, muitas
vezes essas propriedades por si s6 ndo sdo suficientes ou especificas para o
diagnostico por imagem, e por isso, utilizam-se substancias contrastantes
(PISSUWAN et al.,, 2008). As nanoparticulas de ouro, por sua grande
capacidade de absorver e espalhar a luz, sao ideais para fins contrastantes.
Sobretudo os AuNRs, que se destacam pela alta eficiéncia na absorcdo e

espalhamento de luz em comparacédo com as nanoesferas de ouro (COPLAND
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et al., 2004). Nesse cenario, a utilizacdo de AuNRs funcionalizados com
moléculas especificas contra um alvo pode ser uma excelente ferramenta
diagnéstica.

Ha e colaboradores (2011) mostraram a possibilidade de se distinguir
células normais de células expressando biomarcadores de inflamag&o vascular
através da técnica de tomografia fotoacustica. Para isso, eles utilizaram AuNRs
funcionalizados com anticorpos anti ICAM-1 (do inglés, Intercellular Adhesion
Molecule-1) ou anti E-selectina. Ambas as moléculas sdo intensamente
expressas em células endoteliais estimuladas por citocinas proé-inflamatérias.
Essa funcionalizacdo garante que grande parte dos nanobastfes de ouro seja
enderecada para os tecidos alvos desses anticorpos. A amplitude do sinal
fotoacustico estd diretamente relacionada com a eficiéncia na absor¢cdo éptica
do tecido alvo. Dessa forma, os nanobastbes aumentam o contraste tecidual
devido a sua alta eficiéncia na absorcdo plasménica de superficie.
Nanoparticulas funcionalizadas com anticorpos anti-mioglobina e troponina
cardiaca, biomarcadores intensamente expressados no infarto do miocérdio,
tém sido empregadas para quantificacdo dessas moléculas através da
ressonancia plasmonica de superficie das AuNPs. Essa plataforma diagndstica
multiplex se mostrou especifica e sensivel (TANG et al., 2014).

Em pesquisas na &rea oncolégica, os resultados tém sido promissores.
Trabalhos empregando nanobastbes de ouro funcionalizados com anticorpos
monoclonais contra EGFR (do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor)
obtiveram éxito tanto na imagem quanto na terapia fototermal (HUANG et al.,
2006). Esse receptor é intensamente expresso em tumores malignos de células
epiteliais. Por isso, AUNRs funcionalizados com anticorpos contra esse receptor
permitem distinguir queratindcitos humanos (saudaveis) de células
provenientes de carcinoma oral humano em microscopia de campo escuro.
Ainda nesse estudo, os autores aproveitaram a especificidade celular das
nanoparticulas, decorrente da funcionalizacdo, para tratamento fototermal.
ApoOs a incubacdo com os AuNRs, o tecido alvo foi irradiado com laser em
comprimento de onda de 800 nm. Devido a capacidade dos nanobastdes de
ouro converterem a energia absorvida em calor, as células cancerosas
(marcadas com AuNRs anti-EGFR) foram destruidas com apenas metade da

energia necessaria para matar as células normais. A utilizagcdo de terapia
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fototermal através das AuNPs no tratamento de tumores de cancer subcutaneo
de colon em modelo murino mostrou que camundongos inoculados com as
nanoparticulas e tratados com laser apresentaram taxas de sobrevivéncia
estatisticamente maiores que a dos controles - tratados com as AuNPs mas
sem irradiacao, irradiados sem terem sido inoculados com as nanoparticulas e
nao tratados (GOODRICH et al., 2010).

1.6.2. Entrega de Genes e Drogas

Visto que o uso de particulas virais como carreadores de genes pode
trazer algum risco genético, citotéxico ou imunoldgico, a procura por vetores
nao virais é uma alternativa atraente. Para o carreamento de genes utilizando
as AuNPs, as moléculas de DNA sédo ligadas na superficie dos AuNRs e
liberadas quando irradiadas por laser NIR (do inglés, Near-Infrared). A
irradiacdo promove a oscilacdo dos elétrons de superficie que interfere
diretamente na ligacdo destes com as moléculas de DNA. Consequentemente,
o DNA ligado é liberado, podendo ser transcrito e 0 RNAm traduzido (HUANG
et al., 2009; STONE et al., 2011).

O uso do gene codificador de GFP (do inglés, Green Fluorescence
Protein) ligado aos AuNRs também demonstra a abordagem de entrega de
genes (CHEN et al., 2006). Nesse estudo, células HelLa foram expostas ao
bioconjugado, e na sequéncia, um grupo foi irradiado pelo laser NIR, liberando
o DNA das nanoparticulas, enquanto o outro grupo nao sofreu a irradiacao.
Apés a inducdo para expressado da proteina, esta foi observada apenas nas
células irradiadas pelo laser.

Além de genes, a bioconjugacao de drogas as AuNPs também tem sido
amplamente estudada, principalmente no que tange sistemas de entrega
inteligente. Este conceito é utilizado para carreadores em que a taxa de
liberacdo da droga pode ser controlada. Wei e colaboradores (2008) mostraram
gue AuNRs funcionalizados com norvancomicina, antibiotico utilizado em
infec¢bes causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina, podem
ter a taxa de liberagdo da droga modulada pela irradiagcdo NIR, destacando a
versatilidade desse tipo nanoparticula. A aplicagdo de nanoparticulas
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multifuncionalizadas com uma droga citotoxica, com um ligante de receptores
intensamente ou especificamente expressos em células cancerosas, e um
marcador fluorescente, também tem sido explorada para tratamento e
imageamento desta doenca. A presenca do ligante para o CD22, molécula
intensamente expressada no linfoma de células B, aumenta a citotoxicidade
significativamente das nanoparticulas nessas células quando comparadas as

nanoparticulas ndo funcionalizadas (HUDLIKAR et al., 2016).

1.6.3. Biossensores e Vacinas

Os AuNRs sdo muito adequados como biossensores porque o0
deslocamento do comprimento de onda de sua LSPR, sensivel a qualquer
ligacdo na superficie da nanoparticula, possibilita a detec¢do de moléculas em
concentracfes muito baixas. Bons resultados obtidos no uso de AUNRs como
biossensor multiplex para cancer de mama destacam a eficiéncia dessa
ferramenta (YU et al.,, 2007). Neste estudo, trés grupos de nanobastdes,
distinguiveis pelo tamanho, foram utilizados para deteccado de trés marcadores
de superficie celular associados ao cancer de mama. Cada grupo de AuNR foi
funcionalizado com um anticorpo especifico contra um determinado marcador.
Ou seja, foram detectados trés marcadores diferentes para cancer de mama,
sendo que cada grupo de nanobastdo foi responsavel pela deteccdo de um
anico tipo de marcador. Com isso, as alteracbes de LSPR de cada grupo,
decorrentes da ligacdo dos anticorpos aos marcadores, permitiram identificar e
diferenciar os tipos celulares cancerosos.

A possibilidade de se usar nanoparticulas como vetores vacinais
também constitui uma estratégia muito interessante. O tamanho e a forma das
nanoparticulas se assemelham ao de diversos virus. Por isso, nanoparticulas
funcionalizadas com proteinas virais imunodominantes podem ser usadas
como imundégeno, mimetizando, grosso modo, a infeccdo causada pela
particula viral. Estudos empregando essa técnica mostraram que células
dendriticas humanas, apés terem sido incubadas com AuNRs funcionalizados
com a proteina de fusdo do virus RSV (do inglés, Respiratory Syncytial Virus),

foram capazes de induzir a proliferacdo de células T em um grau maior que as
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células dendriticas incubadas com o controle (STONE et al., 2013). Nosso
grupo de pesquisa desenvolveu uma plataforma vacinal com AuNRs
funcionalizados covalentemente com a proteina E do Dengue virus 3
(DENVS3E). O soro dos camundongos imunizados com esta vacina apresenta
niveis de resposta imune humoral e celular significativamente superiores ao
grupo imunizado apenas com a proteina DENV3E, sendo esses resultados
muito promissores para o desenvolvimento de novos estudos (VERSIANI,
dissertacdo de mestrado, 2014).

Assim, as AuNPs se mostram muito versateis considerando as vérias
areas biomédicas em que podem ser empregadas. E esses estudos
demonstram que as nanoparticulas de ouro possuem um futuro promissor na

area bioldgica.

2. Interacdo entre Nanoparticulas de Ouro e Sistemas

Bioldgicos

A grande maioria das aplicacdes biomédicas envolvendo nanoparticulas
tem como alvo o meio intracelular. E para que ele seja atingido, é necessario o
entendimento de uma série de fatores que influenciam todo o processo, desde
a inoculacao, nos casos in vivo, até o destino intracelular (CHOU et al., 2011).

Primeiramente, as nanoparticulas podem interagir com varias moléculas
do meio, principalmente com proteinas séricas, que podem alterar a carga de
superficie da nanoparticula bem como o seu tamanho pelo acumulo de
moléculas ao seu redor, ou agregacdo entre as nanoparticulas. Além disso,
essas moléculas que interagem com a superficie das nanoparticulas podem
atuar como ligantes dos receptores de superficie celular, fazendo o papel de
mediadores entre a nanoparticula e a célula, ou mesmo interferir na ligacao
caso as nanoparticulas ja estejam funcionalizadas com um ligante especifico
(CHOU et al., 2011).

Uma vez dentro do organismo, as nanoparticulas podem interagir com
células e tecidos de forma extracelular ou, entdo, serem internalizadas pelas
células-alvo, dependendo de sua funcionalidade. No dudltimo caso, esta

internalizacdo se da por diferentes vias que dependem do tipo de interacdo da

31



nanoparticula com a superficie celular e do tamanho dessa nanoparticula. A
interacdo pode ser atraves de receptores celulares, interacdes eletrostaticas ou
hidrofébicas (CHOU et al., 2011). Quanto ao tamanho da nanoparticula, este
nao se limita apenas aquele tamanho determinado pelo material do qual a
nanoparticula é feita, mas vai além, envolvendo também as moléculas do meio
circundante que se ligam a sua superficie, aumentando o tamanho dessa
nanoparticula. Portanto, esses dois fatores (tipo de interacdo e tamanho da
nanoparticula) influenciam o tipo de via a ser utilizado pela célula para a
internalizacdo. Nao obstante, trabalhos recentes tém demonstrado que as
funcionalidades de uma AuNP, ou sua corona proteica, SA0 essenciais para o
sucesso da internalizacdo de uma nanoparticula de maneira dependente de
seu tamanho e também dos tipos celulares envolvidos (CHENG et al., 2015).
Por fim, ao ultrapassar a membrana citoplasmética, a nanoparticula
pode seguir para diversos destinos intracelulares (organelas) ou mesmo ser
eliminada por exocitose (CHOU et al., 2011). E esse desfecho, depende em
parte, da via pela qual a nanoparticula é internalizada. Dessa forma, o
entendimento dessa cadeia de processos que acontecem até que a
nanoparticula atinja seu alvo € crucial para uma aplicacdo racional e bem

sucedida dessa tecnologia in vivo.

2.1. Interacao entre Nanoparticulas de Ouro e Proteinas

As propriedades fisico-quimicas das AuNPs dependem do meio no qual
elas estdo inseridas. Algumas dessas propriedades sdo: carga de superficie,
tamanho e estado de agregacdo. Quando as nanoparticulas de ouro estdo em
contato com sistemas biologicos, seja in vivo ou in vitro, moléculas presentes
nesse meio podem interagir com a superficie das AuNPs e alterar suas
propriedades fisico-quimicas. Consequentemente, as interacdes das AuNPs
com as células também podem ser afetadas (NEL et al., 2009).

Dentre os diversos tipos de moléculas existentes nos sistemas
bioldgicos, as proteinas sdo aquelas que mais influenciam as caracteristicas
fisico-quimicas das AuNPs. In vivo, as proteinas séricas sdo as mais

frequentemente encontradas ligadas a superficie das nanoparticulas. In vitro, a
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principal fonte de proteinas € o soro utilizado para enriquecer os meios de
cultura celular. Além dessas fontes, as biomoléculas secretadas pelas células
em ambos os sistemas também constituem um potencial fator modificador das
propriedades de superficie das AuNPs (NEL et al., 2009).

A ligacdo entre as proteinas presentes no meio e a superficie das
nanoparticulas forma um halo proteico ao redor das nanoparticulas
denominado corona (NEL et al., 2009). Quando as nanoparticulas sé&o
introduzidas em fluidos biolégicos, hd a formacéo imediata de uma corona ao
seu redor constituida de certos tipos de proteinas que sdo abundantes, porém,
de baixa afinidade pela superficie das nanoparticulas. Devido a baixa afinidade,
essas proteinas sao rapidamente substituidas por proteinas pouco abundantes,
mas com alta afinidade pelas nanoparticulas, permanecendo ligadas por horas.
Por terem maior afinidade, essas proteinas formam uma camada interna no
halo proteico chamada de hard corona. Ja as proteinas de baixa afinidade
compdem a camada externa denominada soft corona (MAHMOUDI et al.,
2011).

Entretanto, a corona sofre grande influéncia do dinamismo existente no
ambiente extracelular. Este é diretamente condicionado pelas células ja que
estas depletam as proteinas presentes no meio e secretam outras ao longo do
tempo. Consequentemente, as propriedades de superficie das nanoparticulas
que dependem do meio também se modificam. Albanese e colaboradores
(2014) mostraram que alteracbes no tipo e na concentracdo de proteinas do
meio de cultura, resultado do metabolismo celular, podem causar a agregacao
de nanoesferas de ouro (Fig. 6). Essa dindmica na composicdo de
biomoléculas do meio provoca varia¢cdes dos tipos de proteinas associadas a
superficie das nanoparticulas. Os autores também observaram que moléculas
de outra natureza, como ions e metabdlitos celulares, sdo capazes de causar a
agregacdo. Além disso, o condicionamento do meio pelas células pode
aumentar a associacdo das nanoparticulas com estas células e a quantidade

de AuNPs internalizadas (Fig. 6).
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Figura 6. Evolugdo das nanoparticulas de ouro no ambiente extracelular. Inicialmente, quando as nanoparticulas séo
incubadas com células na presenca de soro fetal bovino, as proteinas presentes no meio se ligam a superficie das
nanoparticulas e possibilitam a interagdo com determinados receptores celulares. Porém, no decorrer do tempo, o
ambiente extracelular se modifica em funcéo dos metabdlitos secretados pelas células. E dessa forma, esses outros
tipos de biomoléculas no meio também podem se ligar as nanoparticulas e alterar o tipo de receptor da interacao
nanoparticula-célula e a quantidade de nanoparticulas internalizadas. NP: nanoparticula. Adaptado de ALBANESE et
al., 2014.

A complexidade das interagbes existentes entre AuNPs, meio
extracelular e células dificulta o estabelecimento de causas para todos esses
fenbmenos observados. Entretanto, varios estudos foram conduzidos na
tentativa de explica-los.

No que se refere a agregacdo das AuNPs, duas principais razées sao
apontadas: interacdo proteina-proteina ou desestabilizacdo da superficie das
nanoparticulas (ALBANESE et al.,, 2014). Ao serem colocadas em meio
biolégico, as nanoparticulas sédo prontamente coberta por proteinas, formando
a corona. Assim, as proteinas da corona de uma nanoparticula podem interagir
e se associar as proteinas da corona de outras nanoparticulas promovendo a
agregacdo. A formacdo da corona também pode remover agentes
estabilizantes da superficie das nanoparticulas, necessarios para garantir sua
monodispersdo em solucéo, o que acarreta a agregacao das AuNPs.

O aumento no numero de nanoparticulas associadas e internalizadas
pelas células também esta relacionado a corona proteica (ALBANESE et al.,
2014). Uma vez ligadas a superficie das nanoparticulas, essas proteinas
podem atuar como ligantes de receptores celulares. Isso aumentaria a
associagao dessas AuNPs com as células em comparagédo as nanoparticulas

desprovidas da corona. Entretanto, outro estudo revelou que as proteinas
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séricas, na verdade, diminuem a adsor¢cdo das AuNPs funcionalizadas com
PEG em células fagociticas e nao fagociticas (CHENG et al., 2015). Além
desse fato, as proteinas séricas também influenciam a via predominante de
endocitose em cada tipo celular. Os agregados também possuem papel
importante na associa¢do das nanoparticulas com as células, ja que por serem
maiores que as nanoparticulas individuais, eles estdo mais propicios a se
ligarem aos receptores. Além disso, Dobrovolskaia e colaboradores (2009)
mostraram que a formacdo da corona altera a carga de superficie das AuUNPs.
Dependendo da nova carga de superficie e da carga da regido da membrana
citoplasmatica com que essa nanoparticula ira interagir, o resultado podera ser
a atracao entre ambas. Isso também promoveria 0 aumento na associacédo das
AuNPs com as células. O aumento dessa associacao impacta diretamente no
ndmero de nanoparticulas internalizadas, pois estando aderidas & membrana
citoplasmatica, o provavel desfecho € o seu engolfamento. Porém, quando se
considera células fagociticas, existem diferentes vias pelas quais as
nanoparticulas podem penetrar. Essas vias dependem de uma série de fatores
que vao desde o tamanho das nanoparticulas até o tipo de interagédo
(eletrostatica, hidrofébica, receptores) que estas fazem com a membrana
citoplasmatica. Por sua vez, a via de penetracdo definirA o destino dessas

nanoparticulas no interior da célula.

2.2 Vias de Penetracado das Nanoparticulas de Ouro nas Células

2.2.1 Mecanismos de Endocitose

A membrana citoplasmatica € a estrutura celular que ndo somente
separa o meio intracelular do extracelular como também regula a passagem de
moléculas entre esses dois meios. Moléculas pequenas tais como aminoacidos
e acUcares, e também ions, sdo transportadas através da membrana por
bombas (formadas por proteinas transmembrana) ou canais. Por outro lado,
macromoléculas que precisam seguir para o0 interior da célula sao

transportadas dentro de vesiculas derivadas da membrana citoplasmatica.
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Esse processo recebe o nome genérico de endocitose. A endocitose acontece
por diferentes mecanismos que séo classificados em duas grandes categorias:
fagocitose e pinocitose. A principal diferenca entre elas € o tamanho das
particulas internalizadas. A fagocitose se refere a endocitose de grandes
particulas, como leveduras e bactérias, enquanto a pinocitose abrange a
internalizacdo de fluidos e solutos. Esses mecanismos, altamente regulados
pelas células, cumprem a funcéo de controlar processos como a apresentacao
de antigenos, homeostase e monitoramento do ambiente pelas células imunes
(CONNER et al., 2003).

A fagocitose é realizada por diferentes células, sendo os mondcitos, 0s
macrofagos e as células dendriticas os fagocitos profissionais. Elas sé&o
responsaveis por fagocitar e eliminar patogenos como bactérias e leveduras,
debris celulares e gorduras depositadas em artérias. Este tipo de endocitose
conta com a participacdo de receptores de superficie celular que, ao se
associarem aos seus ligantes, desencadeiam inumeras cascatas de
sinalizacdo. Elas resultam na polimerizacdo do citoesqueleto de actina e na
resposta pré-inflamatéria em certos casos. Ao se polimerizar, a actina
possibilita a extensdo da membrana citoplasmatica em direcdo ao meio
extracelular e em torno da particula ligada ao receptor (Fig. 7). Dessa forma, a
célula consegue engolfar a particula ligada a sua superficie e direciona-la ao
citoplasma dentro de vesiculas denominadas fagossomos. A ativacao das vias
pré-inflamatérias acontece principalmente quando a particula a ser fagocitada €
um patdgeno, garantindo assim que uma resposta imune seja montada para
combater o invasor (CONNER et al., 2003).
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Figura 7. Vias de endocitose do contetdo extracelular. A fagocitose e macropinocitose dependem da polimerizagao de
actina para que a membrana citoplasmatica se projete em dire¢cdo ao meio extracelular e permita a internalizagdo do
conteido adsorvido ou préximo a superficie celular. A endocitose por clatrina ou caveolina requer a participagdo de
proteinas homénimas que promovem a invaginagdo da membrana e formagdo das vesiculas que sédo liberadas da
superficie interna da membrana pela agdo enzimatica da dinamina. As vias de internalizacéo independentes de clatrina
e caveolina ainda esté@o pouco caracterizadas. Adaptado de CHOU et al., 2011.

A pinocitose ocorre em todas as células nucleadas por 4 mecanismos
diferentes: macropinocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose
mediada por caveolina e endocitose independente de clatrina e caveolina (Fig.
7). O tipo de soluto e o receptor com o qual ele interage determinam o
mecanismo de pinocitose a ser utilizado pela célula (CONNER et al., 2003).

Na macropinocitose, assim como na fagocitose, a célula projeta a
membrana citoplasmatica em direcdo ao ambiente extracelular devido a
polimerizacdo da actina. No entanto, a forma como isso acontece é diferente.
Neste tipo de endocitose, a protusdo da membrana citoplasmatica se curva,
como se fosse uma onda, e se funde com a propria membrana gerando
vesiculas chamadas de macropinossomos (CONNER et al.,, 2003) (Fig. 7).
Além dessa protusdo, a membrana citoplasmatica pode se enrugar e trazer
consigo todo contetudo adjacente a essa regidao (DOHERTY et al., 2009). Por
executar esses tipos de movimentos, a macropinocitose traz grande volume do
meio extracelular no interior dessas vesiculas, podendo englobar particulas

maiores que 1 um (CONNER et al., 2003). Essa via é dependente de colesterol
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e pode ser estimulada pela ativacao de receptores (DOHERTY et al., 2009) ou
por interacdes eletrostaticas e hidrofébicas entre o material a ser endocitado e
a membrana citoplasmatica (CHOU et al., 2011). Células dendriticas ativadas
usam a macropinocitose para monitoramento do meio extracelular quanto a
presenca de antigenos ou mesmo de patégenos inteiros (MELLMAN et al.,
2001).

O mecanismo de endocitose mediada por caveolina € comum em células
endoteliais. Acredita-se que sua principal funcéo nessas células é o transporte
de proteinas da corrente sanguinea para os tecidos. Mas esse mecanismo nao
€ restrito apenas as células endoteliais, ele esta presente em muitos outros
tipos celulares. As regifes da membrana citoplasméatica onde a endocitose via
caveolina ocorre sao demarcadas por microdominios ricos em esfingolipideos e
colesterol. ApGs a associacao do ligante ao seu receptor, incia-se uma cascata
de sinalizacdo que leva a internalizacdo do ligante. Basicamente, a proteina
intracelular caveolina, que da nome a esse mecanismo, se liga ao colesterol da
membrana citoplasmatica e se auto-associa formando uma camada sob a
membrana. Dessa forma, a caveolina direciona a invaginacdo da membrana
citoplasmatica formando vesiculas com diametro entre 50 e 60 nm (CONNER
et al., 2003).

A endocitose mediada por clatrina acontece constitutivamente em
células de mamiferos e é responsavel pela internalizacdo de nutrientes como o
LDL (do inglés, Low Density Lipoprotein) e o ferro (associado a transferrina)
através de seus receptores (CONNER et al., 2003). A internalizacdo desses
receptores € um marcador especifico de endocitose via clatrina amplamente
utilizado (DOHERTY et al., 2009). Ela também participa da homeostase e
sinalizacdo celular por regular os niveis de moléculas transportadoras e
receptores na superficie das células através da internalizacdo destes. Ao se
ligar ao receptor, a molécula a ser internalizada dispara a sinalizacdo de
endocitose que recruta diferentes proteinas citosolicas para a membrana
citoplasmatica, sendo a clatrina a principal delas. Essas proteinas formam uma
camada sob a membrana que promove a invaginacdo da membrana e
formacdo das vesiculas de aproximadamente 120 nm. No entanto, essas
vesiculas ficam presas a membrana por um “pescogo” (Fig. 7) que na verdade

€ a continuacdo da membrana. Para que as vesiculas sejam liberadas, €
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necesséria a participagdo da dinamina. Essa proteina se auto associa em torno
do “pescog¢o” formando uma estrutura semelhante a um colar, e assim,
promove a liberacdo da vesicula endocitica. A dinamina também exerce essa
funcdo na endocitose mediada por caveolina (CONNER et al., 2003).

O mecanismo de endocitose indenpendente de clatrina e caveolina
requer composicao lipidica especifica como o colesterol (DOHERTY et al.,
2009). No entanto, pouco se sabe a seu respeito porque ele é descrito em
termos negativos, ou seja, sua existéncia € percebida em estudos onde a
endocitose via clatrina e caveolina é inibida e ainda se nota a internalizacdo de
certas moléculas (CONNER et al., 2003) como horménios de crescimento e IL-
2 (Interleucina-2) (DOHERTY et al., 2009).

2.2.2 Endocitose de Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro, quando incubadas com células in vitro ou
mesmo inoculadas in vivo, tendem a ser internalizadas pelas células. Essa
questdo é muito importante jA& que o destino intracelular do conteado
internalizado depende da via de penetracdo na célula (CONNER et al., 2003).
E entender como essas AuNPs sdo endocitadas pode auxiliar na otimizacao de
diversas aplicagoes.

Para que a internalizacdo das AuNPs ocorra, € necessario
primeiramente que as nanoparticulas interajam com as células. Isso pode ser
feito através da funcionalizacdo das AuNPs com moléculas ligantes de
receptores na membrana citoplasmatica, o que garante especificidade de
ligacdo e consequentemente o direcionamento contra um alvo. Mas também,
as interacbes podem acontecer de forma inespecifica, por meio de interacfes
eletrostaticas e hidrofébicas entre as AuNPs e a membrana citoplasmatica
(CHOU et al., 2011).

Uma vez que as AuNPs interagiram com a membrana citoplasmatica, o
préximo passo € gue elas sejam endocitadas. E dentre as vias de endocitose ja
observadas para as AuNPs, as quatro principais sdo: fagocitose,
macropinocitose, endocitose mediada por clatrina e caveolina (BARTNECK et

al., 2010; FRANCA et al.,, 2011). Além dessas vias, também se especula o
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transporte direto das AuNPs através da membrana, sem o envolvimento de
vesiculas. Banerji e colaboradores (2007), usando lipossomos para mimetizar
membranas bioldgicas, mostraram que € pouco provavel o transporte passivo
(ndo endocitico) das AuNPs. Por outro lado, AuNPs cobertas com ligante
hidrofébico regularmente intercalado com ligante aniénico (formando dominios
de composicéo alternada) sao capazes de penetrar passivamente a membrana
citoplasmatica sem causar ruptura da mesma (VERMA et al., 2008).

Ap0s serem endocitadas, as AuNPs contidas em vesiculas podem seguir
para diferentes destinos intracelulares como lisossomos, aparelho de Golgi e
mitocondrias ou ainda serem excretadas para o meio extracelular novamente
(Fig. 8). Esse transporte de vesiculas € altamente regulado pelas células. Ele
conta com proteinas motoras (cinesina, dineina e miosina) que transportam as
vesiculas ao longo dos microtibulos ou dos filamentos de actina. Essas
vesiculas, ao se formarem e se desprenderem da membrana citoplasmaética,
seguem para o endossomo precoce. Esse compartimento determina o destino
subsequente das AuNPs e de qualquer molécula endocitada. A partir do
endossomo precoce, as vesiculas podem ser recicladas — direcionadas a
membrana citoplasmatica, fundindo-se a ela e liberando seu contetdo no meio
extracelular — ou amadurecerem e se tornarem lisossomos pela acidificacao do
limen e recrutamento de proteases (CHOU et al.,, 2011). Portanto, entender
como funciona a endocitose das AuNPs é fundamental para obter a resposta

celular desejada.

40



Dependente de Dependente de  Macropinocitose Direto Outras vias
clatrina caveolina

O

$I" { \ P >’/ Aparelho de Golgi

O ) Endossomo Recente A7, Endossomo
[ O oA Citoesqueleto
z 7

Exocitose

ERC o \
Endossomo Tardio = ‘P” O i

- Mitocondria %
Lisossomo

w

Nucleo

/ © 5, Lisossomo

Figura 8. Transporte intracelular de nanoparticulas de ouro. Dependendo da via de endocitose, a nanoparticula pode
seguir diferentes destinos no meio intracelular como o reticulo endoplasmatico, o aparelho de Golgi, mitocondrias,
lisossomos e o nulcleo, ou ainda sofrer exocitose. ERC: Compartimento Reciclador Endocitico; ER: Reticulo
Endoplasmaético; MTOC: Centro Organizador de Microtibulo; MVB: Corpos Multivesiculares. Adaptado de CHOU et al.,
2011.

Diversos estudos tém tentado compreender como as nanoparticulas de
ouro sdo internalizadas e quais aspectos, da propria particula e do meio,
afetam esse processo. Dentre esses aspectos, destacam-se a interagdo de
proteinas do meio com as AuNPs e a funcionalizacdo, que por modificar a
superficie das nanoparticulas, altera sua interacdo com as proteinas do meio e
com as células. Por sua vez, a forma como as AuNPs interagem com as
células influencia a via pela qual elas sdo endocitadas. De fato, Cheng e
colaboradores (2015) demonstraram que a endocitose de AuNPs depende de
uma complexa inter-relacdo que envolve a corona proteica da nanoparticula,
seu tamanho e o tipo de célula-alvo.

Walkey e colaboradores (2012) avaliaram a internalizacdo de AuNPs por
macréfagos murinos J774A.1 quanto a funcionalizagdo das nanoparticulas e a
interacdo destas com proteinas séricas humanas. Quando incubadas com soro

humano, as AuNPs funcionalizadas com PEG (polietilenoglicol) tém uma
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guantidade significativamente menor de proteinas adsorvidas em sua superficie
em relacdo as nanoparticulas ndo funcionalizadas. E nas AuNPs
funcionalizadas, a quantidade de proteinas adsorvidas diminui & medida que a
densidade de PEG aumenta. No que tange a internalizacéo, a funcionalizagéo
das AuNPs com PEG reduz significativamente sua endocitose por macréfagos
em comparacdo as nanoparticulas ndo funcionalizadas. E essa reducéo se
acentua conforme a densidade de PEG aumenta (Fig. 9). Essa diminuicdo na
quantidade de nanoparticulas internalizadas poés-funcionalizagdo também foi
observada para nanobastdes de ouro (AuNRs) funcionalizados com PEO
(polietileno-6xido) (BARTNECK et al.,, 2010). Acredita-se que por diminuir a
adsorcdo de proteinas séricas na superficie das AuNPs, a funcionalizacdo
impeca interacbes entre essas proteinas e o0s receptores celulares, e
consequentemente, reduza a quantidade de nanoparticulas endocitadas
(MAHMOUDI et al., 2011).

Densidade de PEG

Funcionalizagao -
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Figura 9. Influéncia da densidade de PEG (polietilenoglicol) na adsorgdo de proteinas séricas sobre a superficie das
nanoparticulas de ouro. Conforme a densidade de PEG funcionalizado na superficie das nanoparticulas aumenta, a
quantidade de proteinas séricas adsorvidas diminui. Como resultado, o0 nimero nanoparticulas internalizadas também
diminui. Adaptado de WALKEY et al., 2012.

As interagbes entre as proteinas séricas e as células pode se dar
através de receptores na superficie da membrana citoplasmatica. E esses
receptores podem ser dos mais variados tipos, como receptores para a porgao
Fc das imunoglobulinas, para manose e para proteinas do sistema
complemento. Com o intuito de investigar o papel desses receptores na
internalizacdo de AuNPs, Bartneck e colaboradores (2010) utilizaram

macréfagos primarios humanos na presenga de AuNRs funcionalizados com
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PEO e de inibidores desses receptores. Primeiramente foi avaliada a
participacdo da actina celular, cuja polimerizacdo € essencial para o
prolongamento da membrana citoplasmatica tanto na fagocitose quanto na
macropinocitose. Quando a polimerizacdo da actina € inibida, ha uma reducao
significativa na quantidade de AuNRs internalizados, ou seja, existe o
envolvimento de uma ou ambas as vias de internalizacdo. Os receptores para
Fc, manose e sistema complemento, quando associados aos seus ligantes,
desencadeiam a fagocitose pelas células. No entanto, quando esses
receptores foram bloqueados, ndo houve diferenca na quantidade de AuNRs
internalizados em relacdo ao controle (células ndo tratadas com os inibidores).
Essa constatacdo juntamente com observacdes de tamanho e morfologia das
vesiculas contendo AuNRs no citoplasma celular sugerem que a via de
endocitose dessas nhanoparticulas seja a macropinocitose.

Na contraméo desse achado estdo estudos mostrando a participacao de
outros mecanismos ha internalizacdo das AuNPs, inclusive envolvendo
receptores de superficie celular. Quando AuNPs n&o funcionalizadas séo
incubadas juntamente com macrofagos murinos J774A.1, observa-se as
nanoparticulas endocitadas dispostas paralelamente a membrana das
vesiculas, assumindo um padréao circular (Fig. 10a) (Yen et al., 2009). Pelo fato
das AuNPs nado estarem funcionalizadas, os autores supde que as interacdes
dessas nanoparticulas com proteinas séricas promovam a endocitose mediada
por receptor, dado o arranjo circular dessas AuNPs no interior das vesiculas.
Caso esse processo ndo seja atraves de receptores, como € na
macropinocitose, espera-se encontrar as nanoparticulas dispersas dentro das
vesiculas (Fig. 10b). Adicionalmente, outros fatores como carga global e
tamanho também influenciam de maneira determinante a internalizacdo de
AuNPs néo-funcionalizadas (JIANG et al., 2015). Os dados destes autores
sugerem que particulas anibnicas ou de carga neutra perdem sua capacidade
de internalizacdo a medida que seu tamanho aumenta, ao passo que particulas
cationicas sdo mais internalizadas a medida que seu tamanho aumenta.
Nesses casos, a internalizacdo de AUNPs com cargas parece ocorrer através
de endocitose, ao passo que a internalizacdo de AuNPs sem carga ocorre por

difusdo passiva.
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Figura 10. Endocitose de AuNPs mediada ou ndo por receptor. a) Imagem de microscopia eletrdnica de
transmissao de nanoparticulas de ouro dispostas paralelamente & membrana das vesiculas endociticas. b) Desenho
esquematico de como as nanoparticulas sdo encontradas no interior das vesiculas nos mecanismos de internalizagéo
mediados ou nédo por receptores. Adaptado de YEN et al., 2009.

Embora o envolvimento de receptores de Fc, manose e complemento
nao tenham participagdo na internalizagdo de AuNPs (BARTNECK et al.,
2010), outros receptores associados a fagocitose podem exercer esse papel, ja
que o envolvimento de receptores (Yen et al., 2009) e do citoesqueleto de
actina (BARTNECK et al., 2010; GARCIA et al., 2013) é observado em diversos
estudos. Franca e colaboradores (2011) identificaram o receptor scavenger A
como o mediador da endocitose de AuNPs nao funcionalizadas em macréfagos
murinos RAW?264.7. A internalizacdo mediada por esse receptor é utilizada por
macrofagos para eliminar células apoptéticas (ADEREM et al., 1999). Além
disso, Franca e colaboradores (2011) constataram que a polimerizacdo de
actina influencia significativamente a quantidade de AuNPs internalizadas.
Como a actina € atuante na fagocitose e na macropinocitose, ambos 0s
mecanismos sao suspeitos de participar da endocitose das nanoparticulas.
Porém, quando utilizado um inibidor especifico de macropinocitose, ndo ha
efeito sobre a quantidade de AuUNPs internalizadas. Os autores também
avaliaram e confirmaram a participacdo da endocitose mediada por clatrina e
caveolina na internalizacdo dessas nanoparticulas. Quando feita uma série de
combinacgdes desses inibidores, ndo foi possivel alcancar uma taxa de inibicdo

proxima da total. Com isso, os autores concluem que diferentes vias de

44



endocitose estao envolvidas na internalizacdo das AuNPs, e que o bloqueio de

certas vias pode ativar outras rotas endociticas para compensar a inibigao.
Portanto, entender como as proteinas séricas e a funcionalizacédo das

AuNPs se relacionam com as diferentes vias de internalizacdo é de vital

importancia para o emprego desse tipo de nanotecnologia de forma eficiente.

3. O virus da Dengue

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus.
Seu genoma é uma fita Unica de RNA com polaridade positiva. A particula viral
€ envelopada e tem o tamanho aproximado de 50 nm. Sua estrutura é
composta de trés proteinas: a proteina C que constitui o nucleocapsideo da
particula viral; a proteina de envelope prM que é processada no trans Golgi em
sua forma madura, M, antes do virus ser liberado; e a proteina E também
inserida no envelope viral. Acredita-se que a funcdo da proteina prM/M é de
proteger a proteina E de uma mudanca conformacional induzida por baixo pH,
ja que isso levaria a fusdo (processo de unido entre o envelope viral e a
membrana endossomal que resulta na liberacdo do nucleocapsideo) durante a
exocitose da particula viral (CLYDE et al., 2006; STIASNY et al., 2006).

3.1 Estrutura e Funcao da Proteina E

A proteina E € muito versatii em termos de funcdo, pois ela é
responsavel tanto pela adsorcdo do virus a célula quanto a fusdo entre o
envelope viral e a membrana endossomal para liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma celular. Ela também €& o principal alvo da imunidade humoral
(CLYDE et al., 2006).

Essa proteina € um homodimero onde cada subunidade monomérica
esta orientada antiparalelamente a outra. Cada monémero é formado por trés
dominios distintos: DI, DIl e DIl (Fig. 11). O DI é o dominio central, estando
flanqueado pelos outros dois dominios. O dominio Il, localizado em uma das
extremidades do monémero, possui a regido de dimerizacdo e o peptideo de

fusdo. E o DIll tem a forma de uma imunoglobulina, sendo a regiao responsavel
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pela ligacdo ao receptor celular. Quando submetida a baixo pH, como o
encontrado em endossomos tardios, a proteina E altera sua conformacéo
passando a formar trimeros. Essa modificacdo também expde o peptideo de
fusdo, até entdo protegido pelos dominios | e Il para evitar a interacdo
precoce, e assim medeia a fusdo endossomal (CLYDE et al., 2006; STIASNY
et al., 2006).

Figura 11. Estrutura da proteina E dimerizada. DI: dominio I; DIl: dominio II; DIlI: dominio IIl; FP: peptideo de fuséo.
Adaptado de STIASNY et al., 2006.

3.2 Resposta Imunoldgica frente a Imunizacdo com o Protoétipo
Vacinal baseado em Nanobastdes de Ouro Funcionalizados

com a Proteina E

Visto que a proteina E é o principal alvo da imunidade humoral (CLYDE
et al., 2006) e que as AUNPs tém sido empregadas como carreadoras vacinais
(STONE et al., 2013), nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma plataforma
vacinal baseada em AuNRs funcionalizados covalentemente com a proteina E
do Dengue virus 3 (DENV3E). Essa proteina, expressa em sistema procarioto,
possui 80% do tamanho original devido ao fato de sua porgéo transmembrana
ser truncada (VERSIANI, dissertacdo de mestrado, 2014).

A imunizagdo de camundongos mostrou que o grupo inoculado com o
protétipo vacinal produz niveis de IgG total e anticorpos neutralizantes
significativamente maiores que o grupo vacinado apenas com a proteina E (Fig.
12a e b) (VERSIANI, dissertacdo de mestrado, 2014). Além disso, os niveis de
IFN-y (interferon—y) sdo significativamente maiores no grupo imunizado com 0s
AuNRs conjugado a DENV3E em relacdo aos demais grupos (Fig. 12c). De

forma geral, esses resultados sdo muito promissores ja que o0 IFN-y é
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considerado o principal contribuinte no sucesso relativo de prototipos vacinais
para dengue (Zuest et al., 2015), e vacinas induzindo conjuntamente a resposta
celular e humoral sdo sugeridas como mais eficientes que vacinas baseadas

apenas na producédo de anticorpos (Zellweger et al., 2013).
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Figura 12. Indug&o de resposta humoral e celular em camundongos imunizados com os nanobastdes de ouro
funcionalizados com a proteina DENV3E. Os niveis de 1gG total (a), anticorpos neutralizantes (b) e IFN-y (c) sdo
maiores no grupo imunizado com o protétipo vacinal (G4-GNRpE) em relacdo aos demais grupos. G1-PBS:
camundongos imunizados com PBS; G2-pE: camundongos imunizados com a proteina DENV3E; G3-GNR:
camundongos imunizados com os nanobastdes de ouro; G4-GNRpE: camundongos imunizados com os nanobastdes
de ouro funcionalizados com a proteina DENV3E; PRNTs: teste de neutralizagdo de reducao de placa (do inglés,
Plaque Reduction Neutralization Test). Adaptado de VERSIANI, dissertagdo de mestrado, 2014.

Portanto, entender como essa ferramenta vacinal interage com o
ambiente bioldgico e como as células do sistema imune, em particular os
macrofagos, internalizam este bioconjugado, constitui um passo importante na

direcéo do uso dessa tecnologia na aplicagéo vacinal.
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Il — Justificativa
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As nanoparticulas de ouro apresentam propriedades Opticas que variam
conforme o tamanho e a morfologia das nanoparticulas. Dentre essas
nanoparticulas de ouro estdo os nanobastdes, que apresentam propriedades
Opticas muito Uteis em métodos terapéuticos e diagndsticos. E para essas
aplicacdes, os nanobastdes estdo geralmente funcionalizados.

O processo de funcionalizagdo permite o0 enderecamento das
nanoparticulas a alvos especificos e é fundamental nas aplicacdes biomédicas
como diagndostico, imagem molecular, terapia fototermal, entrega de genes e
drogas, biossensores e vacinas.

A grande maioria das aplicacdes biomédicas envolvendo nanoparticulas
tem como alvo o meio intracelular e as particulas podem ser internalizadas por
diferentes vias reguladas pelas células. Uma vez no interior das células, as
nanoparticulas podem seguir para os lisossomos, aparelho de Golgi,
mitocondrias, ou mesmo serem excretadas novamente para 0 meio
extracelular. Fatores como funcionalizacdo, interacdo com proteinas seéricas e
formacao de agregados interferem na forma como elas sao internalizadas.

As nanoparticulas de ouro em si ndo exibem efeitos citotdxicos, mas
estes podem ser causados por agentes estabilizantes — em particular o CTAB —
utilizados para sintetizar e impedir a agregacdo das nanoparticulas.

Tendo em vista o advento do uso de nanoparticulas na area biomédica e
a grande aplicabilidade de nanobastbes de ouro em métodos terapéuticos e
diagndsticos, torna-se extremamente importante e necessario saber como as
interacbfes desses nanocompostos com sistemas bioldgicos acontecem,
principalmente com as células do sistema imune que formam a linha de defesa
primaria. Estudos desta natureza sdo extremamente pertinentes em vista das
inUmeras lacunas ainda existentes em relacdo a essas interacbes, e
particularmente diante da escassez de dados e informacbes relativas aos
estudos de interacdo entre nanobastbes de ouro com finalidade vacinal e o
sistema imune. Assim, diante do exposto, propomos analisar 0s possiveis
mecanismos utilizados por macréfagos murinos para internalizar nanobastdes
de ouro funcionalizados ou ndo com a proteina DENV3E, e a participacdo das

proteinas séricas nesses processos.
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lIl — Objetivos
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1. Objetivo Geral

Avaliar o possivel envolvimento das principais vias de internalizacdo dos
nanobastdes de ouro funcionalizados com a proteina DENV3E em

macréfagos murinos.

2. Objetivos Especificos

Funcionalizar nanobastdes de ouro com a proteina E Dengue do
sorotipo 3.
Analisar as vias de internalizacdo dos nanobastbes de ouro
funcionalizados ou ndo com a proteina DENV3E em macréfagos através
do bloqueio farmacoldgico de vias especificas, a saber:

e Fagocitose;

e Macropinocitose;

¢ Endocitose mediada por Clatrina;

¢ Endocitose mediada por Caveolina;
Analisar possiveis interacdes de proteinas ndo especificas, sollveis,
com 0s nanobastdes de ouro e como essas proteinas influenciam as

vias de internalizacéo.
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IV — Metodologia
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1. Nanobastdes de Ouro

1.1. Obtencéo dos Nanobastdes de Ouro

Os nanobastbes de ouro (AuNRs) foram adquiridos comercialmente da
empresa Nanopartz. Eles possuem 10 nm de diametro por 38 nm de
comprimento e estdo na concentracdo de 7,4x10!! nanoparticulas/mL (0,039
mg/mL). Essas e as demais especificacbes estdo contidas no anexo I. As
nanoparticulas também foram testadas pela prépria empresa para a presenca
de endotoxinas e microrganismos. Os resultados de ambos os testes foram

negativos (anexo Il e 1ll).

1.2. Funcionalizacao dos Nanobastdes de Ouro

Os nanobastbes, antes de terem sido adicionados a uma solucéo
contendo a proteina DENV3E, produzida de forma heter6loga em vetor
procarioto (gerada pela aluna de doutorado Alice de Freitas Versiani do
Laboratério de Virologia Basica e Aplicada da UFMG, Belo Horizonte, Brasil),
foram previamente preparados para que a ligacdo acontecesse de forma
covalente. Para isso, os AuNRs foram tratados em duas etapas: primeiramente
eles foram associados ao acido lipoico, que possui uma extremidade livre com
um grupamento carboxila e outra extremidade composta por dois grupos tiol
(Fig. 13b). O grupo tiol se adere ao ouro de forma estavel, formando uma
ligacdo forte, enquanto o grupo carboxila permanece disponivel para um
segundo passo que consiste em um tratamento intermediario que permite a

ligacdo covalente com a proteina (Fig. 13a).

1.2.1. Ligac&o ao Acido Lipoico

Como mencionado acima, a ligacdo do &cido lipdico as nanoparticulas
de ouro permite a interacdo destas com moléculas biologicas. Para realizar a

ligagdo, 500 pyL de AuNRs foram incubados com 15 pL de acido lipdico (20
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mM) por 30 min a 50°C sob ultrassonicacéo. A ultrassonicagao tem a funcao de
desestabilizar o CTAB associado a superficie das nanoparticulas para posterior
ligacdo do acido lipdico. Apés essa etapa, os AuNRs foram transferidos para
um banho térmico de 30°C por 3 h, ainda sob ultrassonicac¢édo, para ligacao do
acido lipdico. A ligacdo entre os tidis livres do acido lipdico e a superficie do
ouro ocorre espontaneamente, sem a necessidade da adicdo de outros

reagentes quimicos.

1.2.2. Ligacdo aos Reagentes Intermediarios e Reacdo de

Substituicdo pela Proteina

A funcionalizacdo, ou seja, a ligacdo entre o radical carboxila do acido
lipbico e os radicais amina da proteina DENV3E, foi realizada através da
reacado de amidacgéo ativada por diimida (JIANG et al., 2004). Nesse processo,
utiliza-se o cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC)
(Fig. 13b) para ativar os grupamentos carboxila do &cido lipéico, formando um
intermediario reativo (Fig. 13a). Porém, esse intermediario é instavel em
solucéo aquosa. A N-hidroxisuccinimida (NHS) (Fig. 13b), quando adicionada a
solucdo, forma um éster ativo mais estavel. Ao ser adicionada, a proteina
substitui o éster se ligando covalentemente ao acido lipdico através de seus

grupamentos amina.
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Figura 13. Desenho esquematico do processo de funcionalizagdo. a) Os nanobastdes de ouro sdo primariamente
ligados ao acido lipdico pelo grupo tiol. Posteriormente os reagentes EDAC e NHS sé&o inseridos para estabilizar a
ligacdo, permitindo uma reagdo de substituicdo quando a proteina é adicionada a solucao. b) Estrutura molecular dos
reagentes utilizados na funcionalizagéo. TA: acido lipéico; DENV3E: proteina E do Dengue virus 3; EDAC: cloridrato de
N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida; NHS: N-hidroxisuccinimida. Adaptado de VERSIANI, dissertacdo de
mestrado, 2014.
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Apds os AuNRs terem sido funcionalizados com o &cido lipdico, eles
foram centrifugados a 5600 g durante 10 min a 4°C para retirada do
sobrenadante contendo as moléculas que ndo se ligaram as particulas. Na
sequéncia, os nanobastbes foram redispersos em agua bidestilada e foram
adicionados 10 pL da solucédo contendo EDAC (10* mM) e NHS (10 mM).
Essa mistura foi incubada por 30 min em banho de gelo sob sonicacéo. Essa
etapa foi seguida da adicdo da proteina DENV3E que também foi incubada em
gelo sob ultrassonicacdo por 1 h. A proteina foi adicionada em diferentes
quantidades (0,7; 1,4; 2,1; 2,8; 3,5; 5,6; 7,0; 10,5; 14,0 pyg) para verificar o

ponto de saturacado de ligacdo aos nanobastées.

1.3. Verificacéo de Eficiéncia da Funcionalizacdo

As ligacdes na superficie das nanoparticulas modificam sua ressonancia
plasménica de superficie quando excitadas por determinado comprimento de
onda. Isso se reflete no deslocamento da curva de ressonancia (“shift’) nos
graficos. Essas alteragbes foram confirmadas utilizando um leitor de
microplacas Varioskan™ Flash Multimode Reader, sob a faixa de excitacdo

gue variou de 400 a 950 nm.
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2. Interacdes entre Nanobastbes de Ouro e Sistemas

Bioldgicos

2.1 Avaliagao das Vias de Internalizacao dos Nanobastbes de

Ouro por Macréfagos Murinos

2.1.1 Obtencdo de Macrofagos Murinos Derivados de Medula

Ossea

As células precursoras de macréfagos foram obtidas da medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 (8 semanas de idade, peso aproximado de 20 g,
Belo Horizonte, Brasil). A utilizacdo dos animais foi aprovada pelo Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA) sob o nimero de protocolo 147/2013.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os fémures
e tibias foram cuidadosamente extraidos e deixados em etanol 70% por 1 min.
Posteriormente, os ossos foram adicionados a um tubo de polipropileno
contendo PBS 1X (do inglés, Phosphate-Buffered Saline) estéril. Utilizando-se
meio RPMI 1640 (do inglés, Roswell Park Memorial Institute, HyClone, LGC
Biotecnologia) e uma seringa com agulha, as células da medula éssea foram
removidas e transferidas para um tubo de polipropileno esteéril.

Para a diferenciacdo em macrofagos, as células da medula éssea foram
suspensas em 10 mL de meio RPMI suplementado com 20% SFB (Soro Fetal
Bovino), 2 mM de glutamina, 100 unidades/mL de penicilina e estreptomicina, e
30% de sobrenadante de cultura de células L929. Esse sobrenadante foi obtido
incubando-se as células L929 por 10 dias a 37°C sob 5% de CO2 em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% SFB.
ApOs esse periodo, 0 sobrenadante foi coletado, centrifugado a 890 x g por 5
min e filtrado em filtro de 0,45 pm. Esse sobrenadante contém quantidade
significativa do fator estimulador de colénias de macréfagos e granulécitos
(GM-CSF, do inglés, Granulocyte Macrophage — Colony Stimulating Factor)
que € um fator de crescimento essencial na diferenciagdo de células
progenitoras em macrofagos. As suspensdes de células foram colocadas em

placas de Petri e incubadas a 37°C sob 5% de CO:2 por 7 dias, sendo que no
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guarto dia o meio foi removido e 10 mL de meio fresco com 0S mesmos
constituintes foi adicionado. No sétimo dia de cultura, o sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas com 5 mL de PBS 1X para eliminar
aguelas néo aderidas.

As células aderidas na placa, ja diferenciadas em macrofagos derivados
da medula 6ssea (BMDM, do inglés, Bone Marrow Derived Macrophages),
foram removidas com EDTA (&cido etilenodiamino tetra—acético, do inglés,
Ethylenediamine Tetraacetic Acid). Para isso, 5 mL de EDTA (10 mM) foram
adicionados a cultura seguida de incubagdo em gelo por 10 min. As células
foram transferidas para um tubo de polipropileno estéril. Os BMDMs foram
centrifugados a 890 x g por 5 min e suspensos em 5 mL de meio RPMI
suplementado com 5% de SFB, 2 mM de glutamina, 100 unidades/mL de
penicilina e estreptomicina, e 10% de sobrenadante de cultura de células L929.
As células foram contadas, plaqueadas e incubadas a 37°C sob 5% de CO: por

24 h para uso posterior.

2.1.2 Estabelecimento da Concentracdo de Células

O MTT (Método de Reducao do Tetrazolio), muito utilizado para avaliar a
viabilidade celular, baseia-se na atividade das enzimas mitocondriais. Em
células viaveis, essas enzimas reduzem o tetrazdlio (coloracdo amarela) em
sua forma insolavel (coloracdo roxa), formando os chamados cristais de
formazan. Nas células cuja viabilidade esta afetada, a coloracdo roxa tende a
ser menos intensa, podendo permanecer amarela no caso do tetrazélio ndo ser
metabolizado.

As células utilizadas neste trabalho (BMDM) foram avaliadas pelo teste
de MTT quanto a sua concentragdo (numero de células/area) na presencga ou
auséncia de SFB. Como o trabalho teve o intuito de avaliar os processos de
forma cinética, foi preciso checar se as células se mantinham viaveis nas
condigbes experimentais pretendidas.

Para este experimento, as células foram plagueadas nas quantidades de
2x104, 4x10%, 6x10%, 7x10* e 8x10* células por poco em placas de 96 pocos
(100 pL/pogo) contendo meio RPMI suplementado com 2 mM de glutamina,
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100 unidades/mL de penicilina e estreptomicina. A suplementacdo com SFB
(5%) e sobrenadante da cultura de células L929 (10%), ambos contendo
proteinas séricas, foi testada como variavel experimental, estando presente
(RPMI 05/10) ou ausente (RPMI 0). Cada condicao experimental, ou seja, cada
quantidade de células mais a presenca ou auséncia de proteinas seéricas, foi
avaliada em quadruplicata nos tempos de 0, 5, 24 e 48 h.

As células foram plaqueadas, em RPMI 05/10, e incubadas overnight a
37°C com 5% de CO2. ApoOs esse periodo, o meio foi removido e as células
foram lavadas uma vez com PBS 1X. Para a placa referente ao tempo de O h,
100 yL de RPMI 05/10 ou RPMI 0 foram adicionados aos respectivos pocos
juntamente com 40 uL da solucdo de MTT (5 mg/mL), e a placa foi reincubada
em estufa por mais 4 h, ao abrigo da luz. Para as placas de 5, 24 e 48 h, ap6s
a lavagem com PBS, foram adicionados 100 yL de RPMI 0 e as células foram
reincubadas por 1 h, mimetizando o pré-tratamento com o inibidor especifico de
vias endociticas. Na sequéncia, o meio foi removido, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1X e depois foram adicionados 100 uyL de RPMI 05/10 ou
RPMI 0 aos respectivos pocos. As placas foram novamente reincubadas, por
mais 4 h para o tempo total da placa de 5 h, por 23 h para a placa de 24 h e por
47 h para a placa de 48 h. No final de cada tempo foram adicionados 40 pL da
solugcdo de MTT (5 mg/mL), e cada placa foi incubada em estufa por mais 4 h,
ao abrigo da luz.

Apos a incubagao, 120 uL do sobrenadante foram retirados de cada
poco e a mesma quantidade de isopropanol acidificado foi adicionada. Os
cristais de formazan foram homogeneizados e as placas foram lidas sob o
comprimento de onda de 595 nm em leitor de microplacas Multiskan Spectrum

(Thermo Scientific).

2.1.3 Estabelecimento da Concentracdo de Nanoparticulas,
Inibidores de Endocitose, do Diluente e da Citotoxicidade do
CTAB

As concentracdes de inibidores, diluente e nanoparticulas utilizadas nos

experimentos foram estabelecidas com base no teste de MTT a fim de
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encontrar a concentragdo ideal que ndo comprometesse a viabilidade celular
no tempo avaliado. A citotoxicidade do CTAB tambéem foi avaliada por esse
método.

Os testes foram realizados com diferentes concentracdes dos AuNRs
puros e funcionalizados com a proteina E, do diluente (dimetilsulféxido, DMSO)
e dos inibidores de endocitose (Tabela 1). Também foram feitos os controles de

célula e de morte (Triton X-100).

Tabela 1. Inibidores de Endocitose.

Inibidor Via Endocitica Alvo Referéncia

Cytochalasin D Fagocitose/Macropinocitose GARCIA et al., 2013

5-(N,N-dimethyl)  amiloride L
hydrochloride Macropinocitose FRANCA et al., 2011

Endocitose mediada por

Dynasore hydrate Clatrina MACIA et al., 2006

Endocitose mediada por ROTHEN-RUTISHAUSER et

Filipin 111 Caveolina al., 2013

As células foram plagueadas na densidade de 6x10* células/poco em
placas de 96 pocos contendo 100 uL de meio RPMI 05/10 por pogo e
incubadas overnight a 37°C com 5% de CO2. Ap0s esse periodo, 0 meio foi
removido, as células foram lavadas uma vez com PBS 1X e os experimentos
foram realizados conforme descrito abaixo.

Para os testes das concentracdes de DMSO, foram avaliadas diluicbes
variando de 0,1% a 3%. Para o controle de células foi adicionado apenas meio
e para o controle de morte foi utilizado Triton X-100 (2,5%). Primeiramente,
essas diluicdes foram feitas em 100 yL de RPMI 0 e incubadas por 1 h a 37°C
com 5% de CO2, mimetizando o pré-tratamento com os inibidores. Apés esse
tempo, o meio foi removido e as células foram lavadas uma vez com PBS 1X.
As mesmas diluicdes foram feitas em 200 pL de RPMI 05/10 ou RPMI O,
respectivamente, a cada condicéo avaliada (presenca ou auséncia de proteinas
séricas), e a placa foi reincubada por mais 4 h. Terminada essa incubacdo,
foram adicionados 40 uL da solugao de MTT (5 mg/mL) e a placa permaneceu
em estufa por mais 4 h, ao abrigo da luz. Ao final desse processo, 120 uL do
sobrenadante foram retirados de cada po¢co e a mesma quantidade de
isopropanol acidificado foi adicionada. Os cristais de formazan foram
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homogeneizados e as placas foram lidas sob o comprimento de onda de 595
nm em leitor de microplacas Multiskan Spectrum (Thermo Scientific).

O mesmo procedimento descrito acima foi feito para o estabelecimento
das concentracdes de inibidores e dos AuNRs. Para os inibidores, as
concentragbes variaram de 1 a 20 uM para cytochalasin D (FRANCA et al.,
2011; BARTNECK et al., 2010), de 1 a 100 pyM para 5-(N,N-dimethyl) amiloride
hydrochloride (FRANCA et al., 2011; HUSSAIN et al., 2011), de 40 a 200 uM
para dynasore hydrate (NAGASAWA et al., 2014) e de 1 a 10 pg/mL para filipin
I (NAGASAWA et al., 2014). Para os AuNRs, foram feitas diluicbes seriadas
de 10° até 106 em meio RPMI. A concentracédo final das nanoparticulas em
cada diluicdo foi calculada com base na concentracdo inicial informada pelo
fabricante. Concomitante as diluicbes das AuNPs, foram feitas diluicdes
seriadas correspondentes de CTAB partindo da concentracao inicial de 3 mM,

equivalente a encontrada na diluicéo inicial de 10° nanoparticulas (Anexo ).

2.1.4 Avaliacdo das Vias de Internalizacdo através de

Microscopia Eletronica de Transmisséao (TEM)

As vias de internalizacdo foram estudadas utilizando-se TEM em um
experimento inicial de pequena escala, minimizando o niamero de variaveis.
Neste experimento foi testado apenas um dos inibidores, a cytochalasin D
(inibidor de fagocitose), na concentracdo de 1 yM em meio contendo proteinas
séricas (RPMI 05/10). Os demais inibidores e a auséncia de proteinas séricas
nao foram avaliados neste momento, bem como a funcionalizacdo dos AuNRs
com a proteina DENV3E. Apenas foram utilizados os nanobastfes puros.

Para o experimento, placas de 6 pocos contendo 1,8x10° células
(BMDM) por poco foram incubadas a 37°C sob 5% de CO:z overnight para
aderéncia celular. Na sequéncia, o meio foi removido, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1X e foi adicionado o inibidor cytochalasin D (1 pyM) diluido
em RPMI 0 para a condi¢ao de inibicao da via de fagocitose, e apenas RPMI 0
como controle. As células permaneceram incubadas por 1 h a 37°C sob 5% de
CO2. Em seguida o meio foi removido, as células foram lavadas uma vez com
PBS 1X e foram adicionados 30 yL de AuNR puro (2,22x10%° particulas)
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diluidos em RPMI 05/10 juntamente com a cytochalasin D (1 uM) para a
condicdo de inibicdo da fagocitose, e 30 uL de AuNR puro diluido em RPMI
05/10 para a néao inibicdo da via. As células foram incubadas por mais 1 h. As
quantidades de células, inibidor e nanoparticulas foram escolhidas de acordo
com os testes de viabilidade celular feitos previamente.

Por fim, o meio foi aspirado, as células foram lavadas novamente com
PBS 1X para remocao dos AuNRs nédo endocitados e 1 mL de solucéo fosfato
(0,1 M) foi adicionado em cada poco para a dissociacdo das células. Para cada
condicgdo, inibicdo ou ndo da fagocitose, foram feitas 6 replicatas (pogos) que
foram somadas apds serem transferidas para um tubo de polipropileno. As
células foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado, 1 mL de solucdo
fosfato foi adicionada e a centrifugacéo foi repetida. ApGs essa Ultima lavagem,
0 sobrenadante foi descartado e 4 mL de glutaraldeido (2,5%) foram
adicionados, seguido de incubacdo por 1 h em temperatura ambiente. As
células foram centrifugadas, a solucao fixadora foi retirada e 1 mL de solucdo
fosfato foi adicionado. Novamente a células foram centrifugadas para
sedimentacao do pellet e as amostras foram levadas ao Centro de Microscopia
da UFMG para inclusdo da amostra em parafina, microtomia e contrastacdo. As
amostras foram poés-fixadas com 1% de tetroxido de d6smio em tampao
cacodilato de sédio, lavadas com maleato e marcadas com 0,5% de acetato de
uranil em tampado maleato. Depois de lavagens adicionais, as células foram
desidratadas em concentracdes ascendentes de etanol e inseridas em resina
epon para microtomia.

Todas as nanoparticulas encontradas no interior das células foram
contadas, sendo que 15 células por condicao experimental foram avaliadas. Os
dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon considerando

valores de p<0,05 como diferencas significativas.

2.1.5 Avaliacéo das Vias de Internalizacao através de Citometria

de Fluxo

Assim como a quantificacdo por TEM, os experimentos utilizando

citometria de fluxo também foram feitos em pequena escala a fim de avaliar se
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era possivel quantificar as nanoparticulas internalizadas com a sensibilidade
necessaria. Diferentemente dos experimentos em TEM, a quantificacdo por
citometria de fluxo foi feita apenas com os AuNRs funcionalizados com a
proteina DENV3E uma vez que esta era o alvo dos anticorpos de marcacao.
Os AuNRs néo funcionalizados foram utilizados apenas para avaliar se havia
alguma influéncia da propria nanoparticula sobre o sinal de fluorescéncia.
Como se tratou de um experimento piloto, as células utilizadas aqui foram de
uma linhagem fagocitica murina imortalizada, a RAW 264.7. O meio de cultura
usado foi o DMEM suplementado com 10% de SFB, nao variando assim a
presenca ou auséncia de proteinas séricas. Como inibidor de fagocitose foi
utilizada a cytochalasin D na concentracéo de 1 uM.

Antes da preparacdo das amostras para a citometria de fluxo, foi
realizada uma marcacdo das células com as nanoparticulas internalizadas,
observadas em microscopio de fluorescéncia, para verificar se a proteina
DENV3E estava realmente marcada e se ndo havia ligacfes inespecificas dos
anticorpos. Para isso, as células RAW 264.7 foram plaqueadas na densidade
de 1x108 células por poco em placas de 6 pocos contendo uma laminula estéril
em cada poco e em seguida foram incubadas overnight a 37°C sob 5% de CO:
para aderéncia celular. ApGs esse periodo, o meio foi removido, as células
foram lavadas com PBS 1X e incubadas por 4 h nas seguintes condigdes:
apenas DMEM (10%); 0,7 ug de proteina DENV3E diluida em DMEM (10%); 30
ML de AuNR puro diluido em DMEM (10%); e 30 yL de AuNR funcionalizado
diluido em DMEM (10%).

Terminada a incubacdo, o meio foi removido, as células foram lavadas
com PBS 1X e entdo marcadas com anticorpo primario anti-Dengue virus
1+2+3+4 [D1-11(3)] (Abcam) overnight a 4°C. Em seguida, as células foram
lavadas e marcadas com anticorpo secundario anti-mouse IgG conjugado ao
TRITC (Sigma) por 4 h a 4°C. Ao final, as células foram lavadas, as laminulas
foram fixadas nas laminas utilizando o Prolong Diamond Antifade Mountant
(Thermo Fisher Scientific), curadas overnight em temperatura ambiente e
observadas ao microscopio EVOS™ FL (Thermo Fisher Scientific).

Para a citometria de fluxo, a etapa de incubacdo das células com as
nanoparticulas foi feita de forma semelhante aquela realizada para a

microscopia de fluorescéncia. Entretanto, neste experimento avaliou-se
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também a participacdo da via de fagocitose na internalizacdo das
nanoparticulas. Por isso, 0s grupos em que se pretendeu inibir essa via foram
primeiramente incubados com cytochalasin D (1 yuM) diluida em DMEM néo
suplementado, e os grupos néo inibidos foram incubados apenas com DMEM
por 1 h. Na sequéncia o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS
1X e incubadas por 4 h nas mesmas condicbes do experimento anterior.
Porém, nos grupos testados para a inibicdo de fagocitose adicionou-se
cytochalasin D (1 yM) ao meio.

Apés o término da incubacdo, o meio foi removido, as células foram
lavadas com PBS 1X, fixadas com paraformaldeido (2%), desalojadas da placa
e transferidas para tubos de polipropileno. Entdo, fez-se a marcacdo das
células overnight a 4°C com o anticorpo primério anti-Dengue virus diluido em
saponina (0,25%). Posteriormente, as células foram centrifugadas, o
sobrenadante foi removido e foi feita a marcagcdo com o anticorpo secundario
anti-mouse 1gG conjugado ao TRITC por 4 h a 4°C também diluido em
saponina (0,25%). O controle celular, incubado apenas com meio, foi feito em
duplicata, sendo uma delas tratada com o0s anticorpos para a avaliagao de
ligacdes inespecificas. Por fim, as células foram centrifugadas, suspensas em
PBS 1X e lidos no minimo 20.000 eventos no citbmetro FACSCanto™ 1l (BD
Biosciences). Os resultados foram expressos em intensidade média de

fluorescéncia.

2.1.6 Avaliacdo das Vias de Internalizacdo atraves de
Densidade Optica (O.D.)

A densidade Optica das AuNPs esta diretamente relacionada a
concentracdo dessas nanoparticulas em solugdo, ou seja, quanto maior a
concentracdo, maior sera sua densidade Optica. Para avaliar a aplicabilidade
dessa técnica na quantificacdo de AuNPs, primeiramente foram feitas diluigcbes
de diferentes volumes de nanoparticulas ndo funcionalizadas (1 a 200 yL para
um volume total de 1000 pL) em DMEM (10%) a fim de se verificar a
correspondéncia entre as diluicdes e as respectivas densidades opticas. Essas

diluicbes foram lidas no espectrofotbmetro Shimadzu UV160U UV/Vis em
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comprimento de onda de 780 nm, no qual a densidade Optica dessas AuNPs é
maxima (Anexo I). Os valores das leituras foram plotados em um grafico onde
foi feita a regressao linear e calculado o coeficiente de determinacédo entre as
variaveis.

Para a quantificacdo dos AuNRs internalizados, 1x108 células (RAW
264.7) foram plaqueadas por poco em placas de 6 pocos e incubadas overnight
a 37°C sob 5% de CO:2 para aderéncia celular. Apos essa incubacao, o meio foi
removido, as células foram lavadas com PBS 1X e incubadas por 1 h apenas
com DMEM sem SFB nos grupos controle ou com os inibidores diluidos em
meio nas seguintes concentracdes: 1 UM para cytochalasin D (inibidor de
fagocitose); 80 uM para dynasore (inibidor de endocitose mediada por clatrina);
10 uM para 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride (inibidor de
macropinocitose); e 1 ug/mL para filipin Ill (inibidor de endocitose mediada por
caveolina). Esse pré-tratamento foi seguido da remocéao do meio e de lavagem
com PBS 1X. Entao, as células foram incubadas por mais 4 h com 30 uL dos
AuNRs diluidos em DMEM (10%) juntamente com os respectivos inibidores.
Além dos grupos tratados com os inibidores, outros dois grupos foram
avaliados: o controle de célula que foi incubado apenas com meio e o controle
de endocitose no qual as células foram incubadas com as AUNPs sem qualquer
um dos inibidores. Cada grupo foi testado em triplicata.

Terminada a incubacdo, o sobrenadante foi coletado para leitura da
densidade Optica, representando os AuNRs ndo internalizados. As células
foram lavadas com PBS 1X, desalojadas em meio DMEM e transferidas para
tubos de polipropileno. Apds essa etapa, as células foram submetidas a trés
ciclos de congelamento e descongelamento para lise celular seguida de
centrifugacéo. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspenso em agua

bidestilada para posterior leitura no espectrofotdmetro.

2.1.7 Avaliacdo das Vias de Internalizacdo através de

Microscopia de Fluorescéncia

As amostras para a microscopia de fluorescéncia foram preparadas em

placas de 6 pogos contendo uma laminula estérii em cada poco. Os
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macréfagos (BMDM) foram plaqueados na densidade de 5x10° células por
poco em meio RPMI 05/10 e incubados overnight a 37°C sob 5% de CO: para
aderéncia celular. Foram feitas simplicatas de 4 grupos: controle de célula, o
qual foi utilizado para avaliar a autofluorescéncia; o controle de especificidade
de anticorpo que foi feito para verificar se houve ligagéo inespecifica por parte
do anticorpo secundario; as células incubadas com os AuNRs funcionalizados
com a proteina DENV3E mas ndo permeabilizadas para se diferenciar o
contetido endocitado daquele apenas aderido a membrana citoplasmatica; e as
células permeabilizadas e incubadas com as AuNPs funcionalizadas para
avaliar o conteudo internalizado.

ApoOs a incubacdo, o meio foi removido, as células foram lavadas uma
vez com PBS 1X e incubadas nas seguintes condi¢des: o controle de células e
de especificidade de anticorpo foram incubados com 1 mL de RPMI 05/10. As
células a serem permeabilizadas ou ndo foram incubadas com 100 uL das
nanoparticulas funcionalizadas diluidas em 900 uL de RPMI 05/10. O tempo de
incubacéo foi de 4 h.

Antecedendo o processo de marcacédo, as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1X. Na sequéncia, elas foram fixadas com 1 mL de
paraformaldeido (4%) por 10 min e lavadas 3 vezes com PBS 1X. Entdo, as
células foram permeabilizadas com 1 mL de Triton X-100/PBS (0,1%) por 20
min, exceto as células ndo permeabilizadas que foram incubadas apenas com
1 mL de PBS 1X. As células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS 1 X e
o blogueio feito com 1 mL de BSA/PBS (1%) por 45 min. Em seguida, as
células foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-Dengue
virus diluido em solucdo de bloqueio, lavadas 4 vezes com PBS 1X e
incubadas por mais 4 h a 4°C com o anticorpo secundario anti-mouse IgG
conjugado ao TRITC, também diluido em solugcdo de bloqueio. Por fim, as
células foram lavadas 4 vezes com PBS 1X e em agua bidestilada para a
remocao de sais residuais do PBS. As laminulas foram fixadas nas laminas
utiizando o Prolong Diamond Antifade Mountant, curadas overnight em

temperatura ambiente e observadas ao microscépio confocal LSM 510 (Zeiss).
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V — Resultados

66



1. Funcionalizac&o dos AuNRs

Para a funcionalizacdo dos AuNRs, diferentes quantidades da proteina
DENV3E (0,7 a 14,0 ug) foram utilizadas para verificar o ponto de saturacéo de
ligagcdo da proteina as nanoparticulas. Primeiramente, os AuNRs foram
funcionalizados com o acido lipéico (TA). O sucesso dessa ligacdo pode ser
confirmado pelo red-shift da curva (deslocamento para a direita) de 780 nm
para 803 nm (Fig. 14). Quando funcionalizado com a proteina na quantidade de
0,7 ug, a curva sofreu um blue-shift (deslocamento para a esquerda) para 799
nm, também indicando a eficiéncia da funcionalizacdo. Nao foram
apresentadas no grafico as alteragcbes da curva em resposta a adicdo de
EDAC/NHS.

]—— AuNR 780nm
1,0 4 AuNR_TA 803nm
AuNRpE_0,7ug|799nm
0,8 4
2 06 |
« /
o |
= /
«O |
£ 04
o
D
Q
<
0,2 4
0,0 4

| » I . I » I i I % I " I
400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

Figura 14. Funcionalizacdo dos AuNRs. As nanoparticulas foram funcionalizadas o acido lipéico (TA), causando um
red-shift da curva, e logo ap6s com a proteina DENV3E, sendo observado um blue-shift. AUNR: nanoparticulas puras;
AuNR_TA: nanoparticulas funcionalizadas com TA; AuNRpE: nanoparticulas funcionalizadas com a proteina DENV3E.

Na funcionalizacdo dos AuNRs com quantidades de proteina maiores
que 0,7 pg, foi observado o fenébmeno de red-shift, correspondendo este a

saturacao de funcionalizacdo das AuNPs (Fig. 15).
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Figura 15. Saturagdo da funcionalizagdo dos AuNRs. Apéds a funcionalizacdo das nanoparticulas com o &cido lipéico
(TA), elas foram funcionalizadas com quantidades crescentes da proteina DENV3E, sendo que a partir da quantidade
de 1,7 pyg nota-se um red-shift resultante da saturagdo de ligagdo da proteina as AuNPs. As quantidades de proteinas
superiores a 2,1 ug nao tiveram suas curvas plotadas no grafico a fim de facilitar a visualizagdo dos dados. AuNR:
nanoparticulas puras; AuNR_TA: nanoparticulas funcionalizadas com TA; AuNRpE: nanoparticulas funcionalizadas
com a proteina DENV3E.

2. Viabilidade Celular

2.1 Densidade Celular

As células obtidas da medula Ossea de camundongos foram
diferenciadas em macréfagos primarios. A fim de se avaliar a confluéncia ideal
desses macréfagos e a viabilidade celular em meio de cultura néo
suplementado com SFB, foram feitas observacbes ao microscopio de
diferentes concentragdes celulares juntamente com os testes de MTT. Além da
densidade celular e a auséncia ou presenca de proteinas séricas, também foi
variado o tempo de incubacdo. Os resultados de MTT sao apresentados na

figura 16.
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Figura 16. Viabilidade celular quanto a densidade celular. a) Células cultivadas em meio RPMI 05/10 (contendo
proteinas séricas). b) Células cultivadas em meio RPMI 0 (sem proteinas séricas). A linha vermelha tracejada
representa a viabilidade de 50%. A viabilidade no tempo de O h é considerada como 100% em todas as diluicGes
celulares. A viabilidade nos demais tempos foi calculada em relagéo a viabilidade de 100% (tempo de O h).

As células cultivadas em meio RPMI 05/10 (suplementado com SFB e
sobrenadante de células L929) ndo apresentaram reducdes na viabilidade em
nenhum dos tempos e em nenhuma das concentracdes testadas (Fig. 16a). Por
outro lado, as células mantidas em RPMI O (desprovido de SFB e sobrenadante
de células L929) sofreram alteracdes na viabilidade. Para os tempos de 24 e 48
h, todas as concentragbes apresentaram viabilidade inferior a 50% (Fig. 16b).
Para o tempo de 5 h, a viabilidade se mantém préxima aos 100% a partir da
concentracdo de 6x10* células/poco (placa de 96 pocos). Portanto, esses
dados juntamente com a observacdo da confluéncia celular ao microscépio
levaram a escolha da concentracdo de 6x10* células/pogco como a ideal para o
restante dos experimentos, tendo 5 h (1 h de pré-tratamento com os inibidores

mais 4 h de tratamento com os AuUNRS) como o tempo maximo de incubacéo.

2.2 Diluente dos Inibidores de Endocitose

Os inibidores de endocitose foram diluidos em DMSO. Como esse
diluente é toxico para as células em determinadas concentracdes, a viabilidade
celular foi avaliada para diluicdes entre 0,1 e 3% de DMSO em relacdo ao
volume total de meio em contato com as células. O tempo total de incubacéo
foi de 5 h, mimetizando o tempo maximo que 0s experimentos de inibi¢cdo

propriamente ditos foram feitos. Também foi avaliada a citotoxicidade sob a
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presenca ou auséncia de proteinas séricas (SFB). A figura 17 representa os
resultados do teste de MTT.
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Figura 17. Viabilidade celular quanto a concentracdo de DMSO - diluente dos inibidores de endocitose. a) Células
cultivadas em meio RPMI 05/10 (contendo proteinas séricas). b) Células cultivadas em meio RPMI 0 (sem proteinas
séricas). A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de células (C. Célula) é
considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em relagéo a ela. O controle de morte (C. Morte)
corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).

De forma geral, a viabilidade celular diminuiu conforme o aumento na
concentragdo de DMSO no meio, independentemente de haver ou né&o
proteinas séricas no meio de cultura. Entretanto, enquanto as células
incubadas em meio RPMI 05/10 apresentaram reducédo da viabilidade inferior a
80% a partir da diluicdo de 2% de DMSO (Fig. 17a), as células incubadas em
meio RPMI 0 tiveram esse decréscimo a partir da diluicdo de 0,75% (Fig. 17b).
Contudo, na diluicdo de 1%, a viabilidade celular ainda se manteve ao redor de
70%. Como a diluicdo de 1% ndo compromete mais que 50% das células em
ambos 0s casos, e essa mesma diluicdo é adequada de forma que o volume a
ser usado dos inibidores ndo seja inferior a 1 pL, essa foi a diluicdo escolhida
de DMSO.

2.3 Inibidores de Endocitose

Os inibidores de endocitose, assim como o DMSO, podem ser téxicos
para as células a ponto de inviabilizar o estudo das vias em condi¢cdes
fisiologicamente passiveis de avaliacdo. Por isso, a viabilidade celular foi
avaliada frente as diferentes concentracdes dos inibidores. As concentracdes
maximas e minimas dos 4 inibidores foram estabelecidas com base nas
concentracbes de uso encontradas na literatura (FRANCA et al., 2011;
BARTNECK et al., 2010; HUSSAIN et al., 2011; NAGASAWA et al., 2014). O
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tempo total de incubacgéo foi de 5 h, porém, quando a menor concentracdo de
determinado inibidor ainda se mostrou toxica, o tempo de incubacéao foi
reduzido para 2 h (1 h de pré-tratamento mais 1 h de tratamento). Esses
experimentos foram conduzidos em meio contendo ou ndo proteinas séricas e
a viabilidade foi avaliada pelo teste de MTT.

Para as células tratadas com cytochalasin D (inibidor de fagocitose) em
meio RPMI 05/10, a viabilidade superior a 50% foi observada até a
concentracéo de 4 uM (Fig. 18a). No entanto, em RPMI 0 a viabilidade celular
se mostrou inferior a 50% até na menor concentragdo desse inibidor, 1 pM,
embora isso ndo tenha ocorrido para a concentracdo de 15 yM (Fig. 18b).
Devido a esse fato, o0 mesmo experimento (em RPMI 0) foi repetido para o
tempo total de 2 h. Nessa condicdo, todas as concentragbes avaliadas
mantiveram a viabilidade celular acima de 50%, e para algumas concentragoes,
os valores de viabilidade superaram até mesmo o controle (Fig. 18c). Esses
dados juntamente com os da literatura levaram a escolha da concentracao de 1
MM para os testes de inibicdo, sendo que para as células incubadas em RPMI
0, o tempo méximo para incubagdo com esse inibidor foi de 2 h.

=g

120% 1 120% 1
100% A
80% A
60% A

40% A

Viabilidade Celular
Viabilidade Celular

20% A

0% -

120% 4
100% 4
80% A
60% A
40% it

Viabilidade Celular

20%

0% -

»® ¢ » »
& RSN
(VAN

Figura 18. Viabilidade celular quanto a concentragdo de cytochalasin D - inibidor de fagocitose. a) Células cultivadas
em meio RPMI 05/10 no tempo total de 5 h. b) Células cultivadas em meio RPMI 0 no tempo total de 5 h. ¢) Células
cultivadas em meio RPMI 0 no tempo total de 2 h. A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A
viabilidade do controle de célula (C. Célula) é considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em
relacé@o a ela. O controle de morte (C. Morte) corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).
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A droga dynasore (inibidor de endocitose mediada por clatrina) nao
afetou negativamente a viabilidade celular em nenhuma das concentracdes
testadas no tempo de 5 h. Isso foi observado tanto na presenca (Fig. 19a)
quanto na auséncia de proteinas séricas no meio (Fig. 19b). Para a maioria das
concentracdes, a viabilidade celular atingiu valores maiores que o do controle.
Baseado nesses resultados e na literatura, a concentracdo de 80 uM foi a

escolhida para os testes inibitorios.
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Figura 19. Viabilidade celular quanto a concentragdo de dynasore - inibidor de endocitose mediada por clatrina. a)
Células cultivadas em meio RPMI 05/10 no tempo total de 5 h. b) Células cultivadas em meio RPMI 0 no tempo total de
5 h. A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de célula (C. Célula) é
considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em relacéo a ela. O controle de morte (C. Morte)
corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).

O tratamento com a 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride (inibidor de
macropinocitose) também néo reduziu a viabilidade celular abaixo dos 50% em
nenhuma das concentracbes no tempo de 5 h. A concentracdo de 10 uM,
escolhida como a ideal para os experimentos de inibicdo, manteve a viabilidade
celular acima dos 80% tanto no meio contendo proteinas séricas (Fig. 20a)

quanto no meio ndo suplementado com essas proteinas (Fig. 20b).
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Figura 20. Viabilidade celular quanto a concentragdo de 5-(N,N-dimethyl) amiloride hydrochloride - inibidor de
macropinocitose. a) Células cultivadas em meio RPMI 05/10 no tempo total de 5 h. b) Células cultivadas em meio RPMI
0 no tempo total de 5 h. A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de célula
(C. Célula) é considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em relagédo a ela. O controle de morte
(C. Morte) corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).
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A filipin 1l (inibidor de endocitose mediada por caveolina) ndo diminuiu
drasticamente (< 50%) a viabilidade celular em nenhuma das concentracoes a
que as ceélulas foram submetidas durante o periodo de 5 h. Em ambas as
condicbes, RPMI 05/10 (Fig. 21a) e RPMI 0 (Fig. 21b), houve algumas
concentracbes do inibidor em que a viabilidade celular foi maior que a
viabilidade do controle de células. A concentragdo de 1 ug/mL, que manteve a
viabilidade celular proxima aos 100%, foi escolhida para os experimentos de

inibicdo com base nesses resultados e na literatura.
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Figura 21. Viabilidade celular quanto a concentrag&o de filipin 11l - inibidor de endocitose mediada por caveolina. a)
Células cultivadas em meio RPMI 05/10 no tempo total de 5 h. b) Células cultivadas em meio RPMI 0 no tempo total de
5 h. A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de célula (C. Célula) é
considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em relacéo a ela. O controle de morte (C. Morte)
corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).

2.4 Nanobastdes de Ouro e CTAB

Para avaliar a citotoxicidade dos AuNRs puros e funcionalizados com a
proteina E, foram feitas diluicGes seriadas de 1/10° a 1/10° e incubadas com os
macrofagos pelo tempo de 5 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de
MTT nas condi¢des de auséncia e presenca de proteinas séricas.

A diluicdo ideal dos AuNRs puros foi a de 1/10%> pois ela néo
comprometeu a viabilidade celular tanto em RPMI 05/10 (presenca de
proteinas séricas) quanto em RPMI 0 (auséncia de proteinas séricas) (Fig. 22).
Na diluicdo de 1/10%, apesar de as células apresentarem viabilidade maior que
50% em RPMI 05/10, o mesmo néo aconteceu em RPMI 0. Considerando que
a diluicdo de 1/10° (diluicdo 1:2 entre meio de cultura e AuNRs) foi seguida de
2 diluigdes 1:10 até a diluicdo de 1/102%, e que foram colocados 200 ul dessa
diluicdo por poco (6x10* células/poco em placas de 96 pocos), a quantidade de
nanoparticulas adicionadas por célula foi de 1,23x10% (7,4x10%
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nanoparticulas/mL — concentracdo inicial informada pelo fabricante — Anexo 1).
Esses valores foram utilizados como base para alterar a escala, quando

necessario, dos outros experimentos.
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Figura 22. Viabilidade celular quanto a concentracdo de AuNRs néo funcionalizados. As diferentes concentragdes dos
nanobastbes de ouro foram avaliadas em meio RPMI 05/10 e 0 no tempo total de 5 h. A linha vermelha tracejada
representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de célula (C. Célula) é considerada como 100%, sendo as
demais viabilidades calculadas em relacéo a ela. O controle de morte (C. Morte) corresponde as células tratadas com
Triton X-100 (2,5%).

Os AuNRs funcionalizados com a proteina E mantiveram a viabilidade
celular acima de 50% a partir da diluicdo 1/10' (Fig. 23), 0 que mostra uma
reducdo da citotoxicidade em relacdo aos AuNRs nao funcionalizados. No
entanto, para manter as células sob as mesmas concentracbes de

nanoparticulas funcionalizadas ou néo, a diluicdo de 1/10? foi a escolhida.
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Figura 23. Viabilidade celular quanto a concentracdo de AuNRs funcionalizados com a proteina E. As diferentes
concentragdes dos nanobastdes de ouro foram avaliadas em meio RPMI 05/10 e 0 no tempo total de 5 h. A linha
vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A viabilidade do controle de célula (C. Célula) é considerada como
100%, sendo as demais viabilidades calculadas em relacdo a ela. O controle de morte (C. Morte) corresponde as
células tratadas com Triton X-100 (2,5%).

As diluicbes do CTAB foram correspondentes as diluicbes dos AuNRs,
sendo que a concentracdo de CTAB presente na diluicdo 1/10°, 3 mM, é a
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mesma encontrada nessa diluicdo para as AuNPs puras (Anexo |). Semelhante
a estas, a diluicdo 1/10%2 do CTAB foi a que possibilitou uma viabilidade celular
maior que 50% tanto em RPMI 05/10 como em RPMI O (Fig. 24). E interessante
notar que o perfil de citotoxicidade das diluicdes menores, 1/10° e 1/10%, é

muito parecido aquele visto para os AuNRs puros (Fig. 22).
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Figura 24. Viabilidade celular quanto a concentragdo de CTAB. A diluicdo de 10° representa a concentragdo de 3 mM
de CTAB, equivalente a encontrada na diluicdo de 10° dos AuNRs puros. As diferentes concentrages foram avaliadas
em meio RPMI 05/10 e 0 no tempo total de 5 h. A linha vermelha tracejada representa a viabilidade de 50%. A
viabilidade do controle de célula (C. Célula) é considerada como 100%, sendo as demais viabilidades calculadas em
relacéo a ela. O controle de morte (C. Morte) corresponde as células tratadas com Triton X-100 (2,5%).

3. Vias de Endocitose de AuNPs

3.1 Quantificacdo por Microscopia Eletronica

Os AuNRs endocitados pelos macréfagos foram contados em um total
de 15 seccdes, cada uma representando uma célula. Dessa forma, foram
avaliadas 15 células no grupo controle, ndo tratado com o inibidor de
fagocitose, e 15 células no grupo sob efeito da droga. Na maioria dos casos, as
nanoparticulas foram encontradas no interior de vesiculas e em baixas
quantidades, independente do tratamento de inibicdo. Quando houve mais de
um AuNR no interior da vesicula, eles geralmente estavam aglomerados. A

figuras 25 ilustra os AuNRs internalizados pelos macréfagos.
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Figura 25. Micrografias de macréfagos murino contendo AuNRs no interior de vesiculas. a), b), c), d) célula com a via
de fagocitose ndo inibida; e), f), g), h) célula tratada com o inibidor. Imagens em menor aumento de toda a célula.
Imagens em maior aumento das respectivas AuNPs endocitadas. As setas brancas indicam os AuNRs.
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Como os dados de quantificagdo das AuNPs ndo seguiram uma
distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon que mostrou
nao existir diferenca significativa (p=0,469) na quantidade de nanoparticulas
endocitadas entre 0s grupos tratado e n&o tratado com o inibidor de fagocitose
(Fig. 26). Embora tenha havido um grande desvio-padrdo, a média da
quantidade de AuNPs no grupo tratado (1,4 + 2,68 particulas) foi 48% menor

gue a média encontrada no controle (2,67 + 5,25 particulas).

Qtde. de AuNR/Célula
O = N W & 0 O N O O

Controle Tratado

Figura 26. Quantificacdo de AuNRs endocitados por macréfagos. Foram contadas todas as nanoparticulas
encontradas no interior de 15 células tanto para o grupo controle (ndo tratado com o inibidor de fagocitose) quanto para
o grupo tratado. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos (p=0,469).

3.2 Quantificacao por Citometria de Fluxo

Primeiramente, antes que o0s experimentos de quantificacdo por
citometria de fluxo fossem conduzidos, foi necessario saber se a marcacao
com anticorpos contra a proteina DENV3E estava ocorrendo de forma
especifica. Para isso, utilizou-se um grupo de células (RAW 264.7) controle,
incubadas apenas com meio; um grupo em que as ceélulas foram incubadas
com os AuNRs puros; um outro grupo em que as células foram incubadas
apenas com a proteina; e um ultimo grupo no qual a incubagdo foi feita
utilizando os AuNRs funcionalizados com a proteina DENV3E. Todos 0s grupos
passaram pelos processos de marcacdo com 0S anticorpos primarios e

secundarios.
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Luz Transmitida Fluorescéncia Sobreposigéo

Controle

AuNR

AuNR_pE

Figura 27. Marcacgéo fluorescente de células RAW 264.7 dos grupos controle (a,b,c), incubado com os AuNRs nédo
funcionalizados (d, e, f), incubados com a proteina DENV3E (g, h, i) e com os AuNRs funcionalizados com esta
proteina (j, k, I). AuNR: nanobastbes de ouro; pE: proteina DENV3E; AuNR_pE: nanobastbes de ouro funcionalizados
com a proteina DENV3E.

Os grupos controle (Fig. 27a, b, c) e tratado com os AuNRs puros (Fig.
27d, e, f) ndo apresentaram uma intensidade de fluorescéncia consideravel,
apenas uma fraca sombra provavelmente derivada da autofluorescéncia

celular.
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Por outro lado, os grupos que foram incubados apenas com a proteina
DENV3E (Fig. 279, h, i) ou com os AuNRs funcionalizados com esta proteina
(Fig. 27j, k, 1) exibiram certa intensidade de fluorescéncia. Aparentemente, a
fluorescéncia observada no grupo tratado com as nanoparticulas
funcionalizadas foi maior que aquela vista no grupo incubado apenas com a
proteina. Esses resultados permitiram que os experimentos de quantificacao
através da citometria prosseguissem.

A citometria de fluxo foi realizada para os mesmos grupos testados na
microscopia de fluorescéncia. No entanto, foi adicionado mais um grupo de
controle de células que ndo passou pelas etapas de marcacdo com 0S
anticorpos. E também houve a variacdo de tratamento ou hdo com o inibidor de

fagocitose nesses grupos.
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Figura 28. Quantificacdo da proteina DENV3E pura ou funcionalizada aos AuNRs em células RAW264.7. A proteina
endocitada pelas células foi primeiramente marcada com um anticorpo anti-Dengue virus e secundariamente com
anticorpo anti-lgG mouse conjugado a TRITC. A quantificagdo foi feita com base na intensidade média do sinal de
fluorescéncia. Nao tratado: células que nao foram tratadas com o inibidor de fagocitose; Tratado: células tratadas com
o inibidor; Controle (Sem Ac.): células incubadas apenas com meio e que ndo foram marcadas com anticorpos;
Controle (Com Ac.): células incubadas apenas com meio e marcadas com anticorpos; AuNR: células incubadas com os
AuNRs puros; AuNR_pE: células incubadas com os AuNRs funcionalizados com a proteina DENV3E; pE: células
incubadas com a proteina DENV3E.

A quantificacdo por citometria de fluxo resultou em dados um pouco
divergentes dos achados na microscopia de fluorescéncia. Primeiramente
houve um aumento da intensidade média de fluorescéncia no controle de
células submetido as etapas de marcagdo com anticorpos [Controle (Com Ac.)]
em relacdo ao controle ndo marcado [Controle (Sem Ac.)], independente do
tratamento com o inibidor (Fig. 28). Esse aumento parece que se manteve no

grupo incubado com os AuNRs puros (AuNR). No grupo incubado com a
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nanoparticula funcionalizada com a proteina DENV3E (AuNR_pE) foi
observado um aumento na intensidade meédia de fluorescéncia tanto nas
células tratadas quanto nas néo tratadas com o inibidor. Nesse mesmo grupo,
o nivel de fluorescéncia das células tratadas com o inibidor foi maior que nas
células ndo tratadas. Ja no grupo incubado apenas com a proteina (pE), houve
aumento da intensidade de fluorescéncia em relacdo aos grupos Controle
(Com Ac.), Controle (Sem Ac.) e AuNR para as células néo tratadas com o
inibidor, mas ndo para as células tratadas. Ainda nesse grupo (pE), a
intensidade de fluorescéncia foi maior nas células néo tratadas com o inibidor
em comparacao as células tratadas. Independentemente do tratamento com o
inibidor, a fluorescéncia foi mais acentuada no grupo AuNR_pE em relacdo ao

grupo pE.

3.3 Quantificac&o por Densidade Optica

Os AuNRs utilizados neste estudo apresentaram um pico de absorcao
méaxima da luz quando irradiados em um comprimento de onda de 780 nm
(Anexo 1). O valor da densidade Optica, por sua vez, € condizente com a
concentracdo de nanoparticulas em solucdo. Quanto maior a densidade Optica,
maior € a concentracdo. Por esse motivo, essa técnica foi avaliada quanto a
sua sensibilidade na quantificacdo de AuNPs endocitadas.

Primeiramente, foram feitas diluicdes decrescentes (0 a 200 pl) dos
AuNRs puros em meio DMEM (10%) que tiveram suas densidades Opticas
aferidas. Esses dados mostraram que esta técnica poderia ser uma boa
ferramenta de quantificacdo, visto que os valores obtidos nas leituras se
adequaram perfeitamente ao modelo de regresséo linear com valor de R? igual

a 0,9962 (Fig. 29).
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Figura 29. Representacdo das medidas de O.D. em 780 nm pelo volume de AuNRs. Os dados foram analisados
segundo o modelo de regresséo linear. O.D.: densidade 6ptica; R? coeficiente de determinag&o.

Amparada nos resultados do experimento anterior, a quantificacdo das
particulas internalizadas foi feita através da O.D. utilizando-se 4 inibidores de
vias diferentes de endocitose. Além desses 4 grupos, também foi feito o
controle de células (RAW 264.7) que nao foi tratado com nenhum dos
inibidores e nem foi incubado com os AuNRs. E o controle de endocitose em
que as células foram incubadas com as AUNPs mas sem qualquer inibicdo das
vias de internalizagdo. As leituras de O.D. foram realizadas tanto para o
conteudo do lisado celular quanto para o sobrenadante, sendo cada condicéo
experimental avaliada em triplicata.

Os valores provenientes da leitura dos lisados dos grupos Controle e
AuNR (Fig. 30) deveriam nortear os valores dos grupos tratados com oS
inibidores. Como a densidade 6ptica do controle representa os debris oriundos
da lise celular, e o grupo AuNR se refere aos debris somados as particulas
internalizadas, esperava-se que nos casos de inibicdo da endocitose, 0s
valores de O.D. permanecessem entre os dois extremos. Quando as vias de
macropinocitose e endocitose por clatrina foram inibidas, a densidade 6ptica
atingiu valores abaixo do controle, o que foi inesperado. Ja quando a
endocitose mediada por caveolina foi inibida, os valores de leitura ficaram 67%
acima do grupo AuNR — considerado como a taxa de internalizagcdo maxima
por ndo ter sido tratado com nenhum dos inibidores. Apenas a inibicdo da

fagocitose/macropinocitose apresentou reducdo da internalizacdo dentro do
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intervalo esperado, correspondendo a uma diminuicdo aproximada de 67% em
relacdo ao grupo AuNR. E vaélido ressaltar que os valores das replicatas
intragrupo foram muito divergentes, refletidos no grande desvio padréo
observado (Fig. 30).
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Figura 30. Quantificagdo de AuNRs internalizados através da densidade 6ptica em comprimento de onda de 780 nm. A
linha azul tracejada representa o ponto em que ndo ha internalizagdo de nanoparticulas (controle). A linha preta
tracejada representa o ponto de guantidade maxima internalizada — células ndo tratadas com qualquer inibidor (AuNR).
O.D.: densidade dptica; Controle: células incubadas apenas com meio; AuNR: células incubadas com as
nanoparticulas; Fagoc.: células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de
fagocitose/macropinocitose; Clat.: células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de clatrina; Cave.:
células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de caveolina; Macrop.: células incubadas com as
nanoparticulas e tratadas com inibidor de macropinaocitose.

Os valores das leituras dos sobrenadantes ndo destoaram muito entre
0S grupos, permanecendo no mesmo patamar (O.D. = 0,020) em todos os
grupos que foram incubados com as nanoparticulas (Fig. 31). Comparando, de
forma genérica, os valores de O.D. dos sobrenadantes com os dos lisados, fica

evidente que a maior parte dos AuNRs nao foi endocitada.
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Figura 31. Quantificagdo de AuNRs no sobrenadante através da densidade Optica em comprimento de onda de 780
nm. O.D.: densidade o6ptica; Controle: células incubadas apenas com meio; AuNR: células incubadas com as
nanoparticulas; Fagoc.: células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de
fagocitose/macropinacitose; Clat.: células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de clatrina; Cave.:
células incubadas com as nanoparticulas e tratadas com inibidor de caveolina; Macrop.: células incubadas com as
nanoparticulas e tratadas com inibidor de macropinocitose.

3.4 Andlise dos AuNRs por Microscopia de Fluorescéncia

As analises por microscopia confocal foram feitas como um experimento
piloto para verificar se era possivel marcar e observar os AuNRs
funcionalizados com a proteina DENV3E no interior dos macréfagos (BMDM).
Como controle, foram feitas células sem qualquer marcacdo (Fig. 32a) e
células incubadas com o anticorpo secundario (Fig. 32b) para o controle da
especificidade de ligagdo deste. Em ambos o0s casos, nenhum sinal de

fluorescéncia foi observado.

e
50 ym

Figura 32. Imagens de DIC (do inglés, Differential Interference Contrast) do controle de células, sem qualquer
tratamento (a), e das células incubadas apenas com o anticorpo secundario (b) para controle da especificidade de
ligacdo. As imagens de fluorescéncia ndo séo apresentadas por conterem apenas ruidos.
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As células ndo permeabilizadas tratadas com as nanoparticulas
funcionalizadas apresentaram baixo grau de fluorescéncia, possivel de ser
vista apenas pela observacdo direta ao microscopio — os lasers ndo foram
capazes de detectar a baixa intensidade do sinal. O Unico ponto de
fluorescéncia detectavel (Fig. 33b) pareceu ser um sinal correspondente a um
artefato observado na imagem de DIC (Fig. 33a). As imagens ndo foram
sobrepostas devido a configuracdo do microscopio confocal utilizado que néo
permite a sobreposicdo das imagens adquiridas pelo sistema de luz com
aguelas obtidas pelo conjunto de lasers.

Figura 33. Imagens de DIC (a) e de fluorescéncia (b) das células ndo permeabilizadas e incubadas com os AuNRs
funcionalizados com a proteina DENV3E. As setas indicam um provavel artefato na imagem a) e sua fluorescéncia
correspondente na imagem b).

Os macrofagos permeabilizados e incubados com as AuNPs
funcionalizadas apresentaram altos sinais de fluorescéncia (Fig. 34b e d).
Apesar de ter sido encontrada, a fluorescéncia ndo estava presente em todas
as células. Além desse fato, e como observado nas células néo
permeabilizadas, houve sinais de fluorescéncia aparentemente derivados de
artefatos (Fig. 34f).

A morfologia das células também foi alterada naquelas que ficaram em
contato com as nanoparticulas, passando de uma forma estrelada (Fig. 32a e
b), com as proje¢cbes da membrana citoplasmatica bem evidentes, para um

formato globular (Fig. 33a, 34a, c, e).
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Figura 34. Imagens de DIC (a,c,e) e de fluorescéncia (b,d,f) das células permeabilizadas e incubadas com os AuNRs
funcionalizados com a proteina DENV3E. As setas indicam um provavel artefato na imagem e) e sua fluorescéncia
correspondente na imagem f).
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VI — Discussao
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As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém grande potencial em aplicacdes
biomédicas como imagem molecular, terapia fototermal, entrega de genes e
drogas, biossensores e vacinas. A maioria dessas aplicacdes possui como
ponto em comum a interacdo das AuNPs com as células, e isso reforca a
importancia do estudo a cerca desse tema.

O contato inicial das nanoparticulas com as células ocorre através da
ligacdo das AuNPs a membrana citoplasmatica. Essa interacdo pode se dar de
diferentes modos devido a influéncia de uma série de fatores como a presenca
de ligantes na superficie das AuNPs, seu estado de agregacao, e a interacao
destas com as biomoléculas do meio. ApOs essa primeira etapa, a membrana
citoplasmatica promove um tipo especifico de endocitose que
consequentemente culmina em um destino intra ou extracelular (exocitose)
especifico. Portanto, compreender como as AuNPs s&o internalizadas,
estabelecer quais as vias endociticas participam desse processo e quais
fatores podem alterar o tipo de via sdo questdes essenciais a serem entendidas
para que essa ferramenta seja utilizada com a maior eficiéncia possivel.

Por se tratar de uma cultura priméaria, mais sensivel as condicbes
experimentais, os macrofagos murinos (BMDMs) foram avaliados quanto a
densidade celular nas placas de cultura e a suplementacdo ou ndao de meio
com SFB. Esta ultima variavel foi testada porque se buscou analisar a
influéncia da interacdo entre as proteinas séricas e as AuNPs sobre a
endocitose. Quando a condicdo avaliada foi a densidade celular em meio
suplementado com SFB, ndo houve alteracdes drasticas da viabilidade celular
em nenhuma das quantidades e tempos. Foi notado apenas um aumento da
viabilidade no decorrer do tempo, o que possivelmente se deveu a divisao
celular e o consequente aumento no numero de células. Ja para a condicao de
auséncia de SFB no meio, a viabilidade celular é comprometida em mais de
50% nos tempos de 24 e 48 h. Nos tempos de 0 e 5 h, a viabilidade permanece
proxima dos niveis do controle a partir da densidade de 6x10* células/pogo
(placa de 96 pocos). Isso mostra que as células precisam estar em uma
guantidade minima para que figuem viaveis. Além do teste de viabilidade, a
confluéncia celular também foi levada em conta para a definicdo da densidade
mais adequada. Por atingir uma confluéncia de aproximadamente 90% em um

tempo de 24 h, a densidade de 6x10* células/poco foi a escolhida para os
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experimentos posteriores, e quando necessario, ajustada para o tamanho de
placa utilizada.

O envolvimento das vias endocitose na internalizacdo de particulas,
moléculas, microrganismos e afins, € avaliado inibindo-se as respectivas vias
de interesse. E essa inibicdo pode ser feita utilizando-se células expressando
formas mutantes de proteinas da via, SIRNA (do inglés, small interfering RNA)
para deplecdo dessas proteinas, e também drogas inibitérias (DUTTA et al.,
2012). Estas dltimas sado amplamente utilizadas em estudos com
nanoparticulas (FRANCA et al., 2011; BARTNECK et al., 2010; REJMAN et al.,
2004).

As drogas utilizadas como inibidores podem ser citotoxicas dependo da
concentracdo e do tempo que as células ficam expostas a elas (ROTHEN-
RUTISHAUSER et al., 2013). Por esse motivo, diferentes concentragdes das
drogas inibitérias utilizadas neste trabalho bem como seu diluente (DMSO)
tiveram seus niveis de citotoxicidade avaliados.

Quanto ao diluente, o aumento na concentracdo de DMSO ocasionou a
redugéo (sequencialmente decrescente) da viabilidade celular, mostrando que
as células podem apresentar efeitos adversos a essa substancia. Embora isso
tenha sido notado, a maior concentracdo testada (3%) ndo comprometeu a
viabilidade celular em mais que 50%. Sendo assim, a concentracdo escolhida
(1%) para a diluicdo dos inibidores também néo teve grandes efeitos sobre as
células mesmo na auséncia de SFB.

A escolha das concentracdes dos inibidores foi feita com base nos
experimentos de viabilidade celular conjuntamente com aquelas observadas
em outros trabalhos (FRANCA et al., 2011; ROTHEN-RUTISHAUSER et al.,
2013; TOMIC et al., 2014). Das 4 drogas utilizadas, 3 delas ja se mostraram
eficientes na inibicdo da endocitose de AuNPs: a cytochalasin D autando sobre
a fagocitose e a filipin Ill bloqueando a internalizacdo via clatrina em
macréfagos RAW 264.7 (FRANCA et al.,, 2011); e a dynasore inibindo a
endocitose mediada por clatrina em células dendriticas humanas (TOMIC et al.,
2014). Dentre esses inibidores, apenas a cytochalasin D apresentou elevado
grau de citotoxicidade na maioria das concentracdes para o tempo de 5 h em
RPMI 0. Por essa razdo, o tempo de incubacé&o foi reduzido para 2 h nessas

condi¢cdes experimentais, e assim, manteve-se a viabilidade celular acima dos
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50% para todas as concentracdes testadas. Os tempos de 2 e 5 h representam
1 h de pré-tratamento com os inibidores (na auséncia das AuNPs) somada a 1
ou 4 h de incubac&o com as nanoparticulas. A permanéncia da inibicdo durante
a incubagcdo com as nanoparticulas se deveu ao fato de que a inibicdo pela
droga dynasore (inibidor da endocitose via clatrina) é reversivel quando esta é
retrada do meio (MACIA et al., 2006). Entdo, para que as condicdes
experimentais fossem semelhantes entre os 4 inibidores, optou-se por manter o
inibidor em meio durante a incubacdo com as AuNPs. Em alguns casos, 0s
testes de citotoxicidade perante os inibidores resultaram em viabilidade celular
aumentada em relacdo as concentracfes menores ou mesmo em relacdo ao
controle de células. O teste de MTT, utlizado nos experimentos de
citotoxicidade, € baseado na atividade enzimatica de desidrogenases
mitocondriais (MOSMANN, 1983). Portanto, qualquer efeito que essas drogas
tenham tido sobre as células, estimulando a atividade mitocondrial, pode ter
causado esse aumento aparente da viabilidade celular. Apesar da ocorréncia
desse fendmeno, isso ndo se tornou um empecilho no uso desses inibidores ja
que o intuito deste experimento foi de apenas verificar se as células se
mantinham viaveis (>50%) na presenca dos inibidores sob os tempos e
condicBes experimentais testados. Embora esses aumentos de viabilidade
possam ter sido causados por uma ativacao direta das drogas sobre as células,
também ha uma vertente, principalmente dentro da area de toxicologia, que
reconhece esse fendbmeno como sendo um efeito Hormesis. Esse efeito &
definido como uma supercompensacao por parte das células frente a disruptura
da homeostase (CALABRESE et al., 2001). A exposicao a pequenas doses de
um agente que em altas doses é danoso induz um efeito benéfico adaptativo
nas ceélulas ou organismos. Essa adaptacdo € causada pela expressdo e
ativacdo de muitas categorias de proteinas resistentes ao estresse como as
proteinas heat-shock, enzimas antioxidantes e fatores de crescimento
(MATTSON, 2008). No entanto, os trabalhos demonstrando o efeito Hormesis
submetem primeiramente as células a uma dose baixa do agente toxico, para
inducdo de uma possivel resposta adaptativa de resisténcia ao composto.
Subsequente a isso, as células sdo expostas a concentragcBes maiores e
variadas do mesmo agente (DAVIES et al., 1995). Essa néo foi a forma como

0os experimentos deste trabalho foram realizados, sendo que desde o pré-
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tratamento com os inibidores, as células receberam doses variadas, néo
havendo um pré-condicionamento celular com uma dose minima em todos o0s
grupos. O padrdo grafico observado aqui também destoa daquele encontrado
em trabalhos cujo objetivo é a identificacdo do efeito Hormesis. Nesses estudos
a viabilidade se mantém nos mesmos niveis do controle celular nas doses mais
baixas, atinge o platd nas doses intermediarias, e decresce conforme a
dosagem aumenta (DAVIES et al., 1995). Para as drogas inibitérias avaliadas,
esse padréo grafico ndo € notado, e sim uma oscilacdo aleatdria da viabilidade
entre as diferentes concentracdes. Portanto, € pouco provavel que essas
variacfes se devam ao efeito Hormesis. Além disso, para a confirmacéo desse
fendbmeno, é necessario um estudo minucioso considerando diferentes tempos
de exposicdo, numeros e intervalos de dose adequados a esse objetivo
(CALABRESE et al., 2001).

A funcionalizacdo dos AuNRs com a proteina DENV3E foi feita de forma
a saturar as regides disponiveis nas nanoparticulas para a ligacédo da proteina.
Neste caso, um blue-shift da curva ocasionado pelo aumento da quantidade de
proteinas na solucdo de AuNRs significa a ocorréncia da funcionalizagdo. Ja
um red-shift indica que menos proteinas estédo se ligando as nanoparticulas, e
conseguentemente, a curva tende a se aproximar daquela onde apenas o acido
lipéico estava ligado. O shift exprime a variacdo no indice de refracdo préximo
a superficie das nanoparticulas. O indice de refracdo, por sua vez, descreve
como a luz se propaga através do meio. Se o indice de refracdo proximo a
superficie das nanoparticulas aumenta, o shift caminha em direcdo a
comprimentos de onda maiores (red-shift). Se o indice de refracdo diminui,
observa-se o blue-shift. Portanto, a ligacdo do &cido lipbico aos AuNRs
promoveu um aumento no indice de refracdo enquanto que a proteina o
diminuiu até certo ponto (0,7 pg de proteina). E plausivel que devido ao
aumento na quantidade de proteinas, estas passem a interagir entre si ao invés
de interagir com as nanoparticulas, e dessa forma, o indice de refracéo fique
préximo daquele existente na ligacdo do acido lipoico — red-shift.

A funcionalizacdo de nanoparticulas é muito importante porque além de
conferir funcionalidade, ela também as torna biocompativeis. No caso das
AuNPs, a citotoxicidade esta relacionada ao CTAB (CONNOR et al., 2005), que

apos a sintese das nanoparticulas atua como agente estabilizante impedindo a
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agregacdo destas. Nanoparticulas com a substituicdo do CTAB (detergente)
por ligantes como o polietilenoglicol (PEG) e a fosfatidilcolina ttm mostrado alta
biocompatibilidade (PISSUWAN et al., 2008; TAKAHASHI et al.,, 2006). No
presente trabalho, tanto os AuNRs puros, contendo CTAB em sua superficie,
quanto os funcionalizados com a proteina DENV3E foram testados em
diferentes concentracdes a fim de se avaliar o impacto sobre a viabilidade
celular. Na maior concentracdo testada, ambos o0s tipos de AuNPs
apresentaram alto grau de citotoxicidade, inviabilizando praticamente todas as
células. Isso demonstra que a despeito da funcionalizagdo, uma quantidade
excessiva de nanoparticulas pode afetar a viabilidade celular. As AuNPs né&o
funcionalizadas mantém a viabilidade acima de 50% a partir da diluicdo de 100
vezes em meio suplementado ou ndo com SFB. Para as particulas
funcionalizadas, isso é observado a partir da diluicAo de 10 vezes. Em um
primeiro momento, pode-se pensar que a funcionalizacdo realmente reduziu a
citotoxidade dos AuNRs. Contudo, € valido ressaltar que existem perdas de
nanoparticulas durante o processo de funcionalizagéo, ja que este compreende
numerosas etapas de centrifugacdo (UNCITI-BROCETA et al., 2015). Por isso,
os efeitos das diluicbes ndo podem ser comparados diretamente intergrupos
(funcionalizados com ndo funcionalizados). Apesar disso, 0s AuNRs
estabilizados em CTAB e o proprio CTAB tém mostrado efeitos negativos
dréasticos sobre a viabilidade celular quando comparado a mesma concentracao
de nanoparticulas funcionalizadas com acido poliacrilico (polimero sintético)
(ALKILANY et al., 2009). Neste trabalho, o CTAB em concentracfes idénticas
aquelas encontradas nas diluicbes das nanoparticulas puras apresentou um
perfil grafico de citoxicidade muito semelhante ao dessas AuNPs. Esse
resultado também j& foi encontrado em outros trabalhos (CONNOR et al.,
2005). Em conjunto, esses dados demonstram a importancia da substituicdo
desse agente estabilizante por outros que sejam biocompativeis para
aplicagdes in vivo. Outro ponto de destaque é o aumento da viabilidade celular,
maior que o controle, no experimento envolvendo os AuNRs funcionalizados. A
proteina DENV3E foi produzida em sistema procarioto, necessitando assim,
que essas células fossem processadas para a sua obtencdo. Assim, qualquer
resquicio de bactéria que tenha ficado com a proteina mesmo apos a

purificacdo e que possua a capacidade de estimular a célula, aumentando a
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atividade das desidrogenases mitocondriais, pode ter causado esse “aumento
de viabilidade”.

No que tange a quantificacdo de AuNPs, as técnicas utilizadas neste
trabalho ndo proporcionaram resultados satisfatorios para inferéncias das
possiveis vias de endocitose envolvidas na internalizacdo das nanoparticulas.
A microscopia eletrénica forneceu imagens com grande detalhamento, sendo
possivel contar as nanoparticulas uma a uma. Por outro lado, a variacdo da
quantidade de AuNPs entre as células foi muito alta. Com isso, nao houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e o tratado com o inibidor
de fagocitose/macropinocitose. Trabalhos de quantificacdo de nanoparticulas
através de TEM utilizam mudltiplas sec¢cbes de uma mesma amostra
(ELSAESSER et al, 2011; ROTHEN-RUTISHAUSER et. al, 2013,
BRANDENBERGER et al., 2010), ja que uma Unica seccao representa uma
infima parte do todo. No presente estudo, a quantidade de combinacfes das
variaveis experimentais (presenca e auséncia de SFB, tempos de 1 e 4 h,
AuNRs funcionalizados ou néo, 4 inibidores de endocitose) impossibilitou a
abordagem de multiplas sec¢Bes porque seria muito laborioso, demandaria
uma enorme quantidade de tempo e teria um alto custo devido a preparacao
das amostras e a utilizacdo do microscépio. Apesar de nao ter sido possivel
identificar as vias de internalizacéo, é plausivel supor que as AuNPs penetrem
as células utilizando essas vias, e ndo de forma passiva através da membrana,
considerando que as nanoparticulas internalizadas foram encontradas
predominantemente no interior de vesiculas. A menos que as AuNPs sejam
engenheiradas (cobertas com ligantes hidrofébicos e anidnicos arranjados em
dominios de composicao alternada) para o transporte passivo (VERMA et al.,
2008), é pouco provavel que este ocorra (BANERJI et al., 2007). E diversos
outros trabalhos mostram a predominadncia das AuNPs internalizadas no
interior de vesiculas (ELSAESSER et al., 2011; BRANDENBERGER et al.,
2010). Os AuNRs (nao funcinonalizados) encontrados em numero maior que
um no interior de vesiculas estavam, em sua grande maioria, agregados.
Nanoparticulas de ouro (estabilizadas em citrato) quando adicionadas em meio
RPMI 1640 (sem soro) formam grandes aglomerados além de serem
encontradas em numeros maiores de agregados no interior das células em
relacdo as AuNPs funcionalizadas com PEG (BRANDENBERGER et al., 2010).
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Essa agregacao pode ser que devido as AuNPs ndo estarem funcionalizadas,
elas interajam e se liguem a mais proteinas e outros metabdlitos presentes no
meio se comparadas as AuNPs funcionalizadas com PEG (WALKEY et al.,
2011). Por sua vez, as biomoléculas do meio estdo relacionadas com a
agregacao de nanoparticulas (ALBANESE et al., 2014).

A guantificacdo das AuNPs por citometria de fluxo foi experimentada
apenas para as AuNPs funcionalizadas, tendo em vista que ndo é possivel
utilizar essa abordagem em nanoparticulas puras por ndo haver um alvo para
0s anticorpos de marcacdo. A marcacdo das células e sua observacdo ao
microscopio mostrou-se aparentemente funcionante, onde apenas as células
incubadas com a proteina DENV3E ou com os AuNRs funcionalizados com a
mesma apresentaram fluorescéncia. Baseada nas imagens derivadas da
microscopia, a fluorescéncia do grupo tratado com as nanoparticulas
funcionalizadas se mostrou mais intensa que nos demais. Na citometria de
fluxo, o grupo controle de células, quando submetido & marcacdo com os
anticorpos primarios e secundarios, teve maior intensidade de fluorescéncia em
relacdo ao mesmo grupo nao incubado com os anticorpos. Na microscopia de
fluorescéncia, essa possivel ligacdo inespecifica dos anticorpos néo foi notada.
Por ser mais sensivel que a observacdo das imagens a olho nu, a citometria de
fluxo pode indicar a ocorréncia de marcacédo inespecifica. Considerando ainda
a fluorescéncia do grupo incubado com os AuNRs puros (também submetido a
marcacao com 0s anticorpos) em relacdo ao controle ndo marcado, é possivel
reforcar a ideia de ligacdo inespecifica ja que a proteina DENV3E ndo estava
presente no meio. Embora possa ter havido essa inespecificidade, nos grupos
incubados com a proteina ou com os AuNRs funcionalizados, o sinal de
fluorescéncia foi maior que nos outros grupos. O grupo incubado com as
nanoparticulas funcionalizadas teve um aumento na endocitose quando tratado
com o inibidor de fagocitose/macropinocitose. Esse fendmeno foi inesperado,
pois se imaginava uma reducéo, ou caso essa via ndo estivesse envolvida com
a internalizagéo das AuNPs, que a fluorescéncia se fosse semelhante entre os
grupos inibido ou ndo. Entretanto, é valido pensar que a inibicdo de uma via
pode estimular a endocitose por outra via mais eficiente. Esse fenbmeno de
aumento da internalizacdo de AuNPs ja foi observado para a inibicdo da
endocitose mediada por clatrina (ROTHEN-RUTISHAUSER et. al, 2013). No
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caso da proteina DENV3E pura, o tratamento com o inibidor de
fagocitose/macropinocitose diminuiu sua internalizacdo. Diferentemente da
proteina conjugada aos AuNRs, ela pura ndo parece desencadear um
mecanismo de endocitose alternativo a fagocitose/macropinocitose que seja
mais eficiente. Embora essas conclusdes tenham sido feitas, &€ necessario
ressalvas, sendo que o experimento foi realizado em simplicatas e existe a
possibilidade de ligacéo inespecifica dos anticorpos. Por fim, a fluorescéncia foi
mais acentuada no grupo dos AuNRs funcionalizados com a proteina DENV3E
do que no grupo incubado com a proteina. Isso corrobora o que foi visto na
microscopia de fluorescéncia e permite inferir que as nanoparticulas podem
carrear maior quantidade de proteinas para o interior das células se
comparadas a proteina pura. Embora a citometria de fluxo seja utilizada em
muitos estudos de quantificacdo de nanoparticulas (GOTTSTEIN et al., 2013;
RODRIGUEZ-LORENZO et al., 2014), ela sozinha ndo € capaz de diferenciar o
que realmente esta no interior das células daquilo que estad aderido a parte
externa da membrana citoplasmética. Por isso, técnicas de microscopia
acabam sendo necessarias para complementar essa informacao.

A quantificacdo através da O.D. forneceu dados imprecisos quanto a
internalizacdo das nanoparticulas frente ao tratamento com os inibidores de
endocitose. Ainda que nédo tenha sido encontrado na literatura o uso dessa
técnica para a quantificacdo de nanoparticulas internalizadas, ela foi usada
para a quantificacdo em solucdo aquosa (UNCITI-BROCETA et al., 2015). Em
um primeiro momento, a fim de avaliar se essa quantificacdo também era
possivel em meio de cultura, diferentes diluicbes dos AuNRs foram feitas em
DMEM e tiveram sua O.D. aferida. Os valores obtidos se encaixaram
perfeitamente em um modelo de regresséo linear (R? = 0,9962), possibilitando
0 seguimento dos experimentos para a quantificacdo de nanoparticulas
endocitadas. A incubacao das células com os AuNRS puros e o tratamento com
os diferentes inibidores resultaram em dados ndo muito claros. A inibicdo das
vias de endocitose mediada por clatrina e de macropinocitose tiveram valores
de O.D. abaixo do controle de células, sendo consideradas, portanto, como nao
participantes da internalizagcdo dos AuNRs. Embora a inibicdo da endocitose
por clatrina ndo tenha sido observada, o0 envolvimento dessa via na

internalizacdo de AuNPs nesse mesmo tipo celular (macréfagos RAW 264.7) ja
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foi confirmado utilizando um inibidor diferente (chlorpromazine hydrochloride)
(FRANCA et al.,, 2011). Da mesma forma, a macropinocitose também ja se
mostrou atuante na endocitose de AuNPs em células de epitélio alveolar
humano A549 (ROTHEN-RUTISHAUSER et. al, 2013; BRANDENBERGER et
al.,, 2010) e em macrdfagos priméarios humanos (BARTNECK et al., 2010). O
blogueio da endocitose via caveolina, supreendentemente, causou um aumento
de 67% na internalizacdo das nanoparticulas. No entanto, a inibicdo dessa via
é frequentemente relacionada com a reducdo da endocitose de AuNPs
(ROTHEN-RUTISHAUSER et. al, 2013; FRANCA et al, 2011;
BRANDENBERGER et al., 2010). Quanto a fagocitose, esta teve sua taxa
reduzida em 67% quando as células foram tratadas com a cytochalasin D, em
acordo com os achados em outro estudo para o mesmo tipo celular (FRANCA
et al., 2011) e em monodcitos humanos THP-1 (GARCIA et al., 2013). E
importante destacar que este inibidor impede a polimerizacdo do citoesqueleto
de actina, e devido a isso, ele também pode agir sobre a macropinocitose —
dependente de citoesqueleto (DUTTA et al., 2011). Comparando esses dados
de inibicdo da fagocitose com aqueles encontrados na quantificacao através de
citometria de fluxo e de TEM, é possivel conjecturar que a funcionalizacéo
diminui a interacdo da superficie das AUNPs com as biomoléculas do meio, e
isso influencia a via de endocitose pela qual a nanoparticula é internalizada. No
caso da quantificacdo por citometria de fluxo, os AuNRs estavam
funcionalizados com a proteina DENV3E e a inibicdo da fagocitose aumentou
sua taxa de internalizacdo. Na quantificacdo através da O.D. e por TEM, em
que os AuNRs estavam puros, a inibicdo dessa mesma via reduziu sua
quantidade endocitada. Por ndo estarem funcionalizadas, essas nanoparticulas
interagem com uma quantidade muito maior de proteinas séricas (WALKEY et
al., 2011). Devido a essa interacao, as AuNPs formam agregados que n&o séo
observados para as nanoparticulas funcionalizadas (BARTNECK et al., 2010).
Dependendo do tamanho desses agregados e levando em conta que a
fagocitose e possivelmente a macropinocitose, vias capazes de internalizar
particulados acima de 1 pum (CONNER et al., 2003), estdo bloqueadas, os
mecanismos alternativos de endocitose por clatrina e caveolina ndo suprem
essa internalizagcéo por formarem vesiculas com tamanho de aproximadamente
120 e 60 nm, respectivamente (CONNER et al., 2003). Portanto, a quantidade

95



de AuNRs puros endocitados (provavelmente aglomerados) é reduzida quando
a fagocitose/macropinocitose é inibida. Por outro lado, o bloqueio dessa via é
compensado por outras no caso das AuNPs funcionalizadas, uma vez que
estas ndo formam grandes agregados. Comparando os valores de O.D. do
sobrenadante com o0s respectivos grupos lisados, é notavel que a maior parte
das nanoparticulas nao foi internalizada durante o tempo avaliado (4 h),
possivelmente devido a capacidade endocitica dessas células. Embora essas
assercfes sejam levantadas, ndo € possivel afirmar categoricamente sua
veracidade. Muitos pontos como a agregacdo ou ndo das nanoparticulas em
meio precisam ser mostrados, e técnicas sensiveis e precisas de quantificacdo
necessitam ser estabelecidas. A quantificacdo pela O.D. se mostrou adequada
quando os AuNRs foram diluidos em meio de cultura. Entretanto, ela nédo foi
apropriada para a quantificagdo das nanoparticulas internalizadas, dado o
grande desvio-padrdo observado. A presenca dos debris celulares pbéde,
provavelmente, ter sido a causa dessa variacao.

No que tange as técnicas de maior sensibilidade para quantificacdo das
nanoparticulas, a microscopia de fluorescéncia pareceu ser uma técnica
adequada a esse propdsito, como ja utilizada em outros trabalhos (LI et al.,
2014; TOMIC et al.,, 2014). Os controles nao exibiram qualquer tipo de
fluorescéncia, sendo esta detectada apenas nas células incubadas com os
AuNRs funcionalizados com a proteina DENV3E. As células né&o
permeabilizadas, utilizadas para se diferenciar o conteido endocitado daquele
apenas aderido externamente a membrana, apresentaram baixa intensidade de
fluorescéncia. Devido a isso, seu sinal ndo péde ser captado pelo laser, sendo
visto apenas através da observacdo direta ao microscopio. Provavelmente, a
guantidade de AuNPs que permaneceram aderidas a membrana foi muito
baixa, ndo contribuindo, dessa forma, para uma fluorescéncia de alta
intensidade. Por outro lado, nas células permeabilizadas, o grau de
fluorescéncia foi elevado, destacando o potencial dessa técnica para
quantificacdo das AuNPs. Contudo, sinais de fluorescéncia também foram
captados de provaveis artefatos. Por esse motivo, as analises das imagens
devem ser feitas com cautela. Outro fato importante foi o de que a
fluorescéncia ndo estava presente em todas as ceélulas. Isso pode ser devido

as caracteristicas intrinsecas do proprio experimento. Como esses testes séo
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feitos em placas de cultura, uma vez que as AuNPs sao inoculadas no meio,
nao existe nenhum processo que garanta a homodispersao e a distribuicdo
equitativa das nanoparticulas pelas células. Com isso, € esperado que nem
todas as células apresentem fluorescéncia derivada das nanoparticulas
internalizadas. Por fim, as células incubadas com os AuNRs tiveram sua
morfologia alterada, passando da forma estrelada, caracteristica de
macrofagos, para um aspecto globular. A provavel causa desse fato foi a
quantidade de nanoparticulas utilizadas. Pelos testes de citotoxicidade, a
quantidade ideal seria de 30 uL de nanoparticulas. No entanto, como se tratava
de um experimento piloto para verificar o potencial uso da técnica de
microscopia confocal, essa quantidade foi aumentada para 100 uL. Embora a
morfologia tenha sido alterada, as células se mantiveram aderidas as laminulas

(vidveis).
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Em termos gerais, as AuNPs, funcionalizadas ou néo, sao internalizadas
através das vias endociticas. A predominancia de uma determinada via
depende de diversos fatores, dentre eles, a interacdo da superficie das AUNPs
com as biomoléculas do meio que pode promover a agregacdo dessas
nanoparticulas. Por sua vez, a funcionalizacdo influencia diretamente essa
interacdo, e com isso, pode alterar a via de internalizacdo de uma
nanoparticula ndo funcionalizada a partir do momento em que esta passa a ser
um bioconjugado. A participacdo das diferentes vias de endocitose é estudada
através do uso de técnicas inibitdrias especificas acompanhadas pela
quantificacdo das nanoparticulas internalizadas. Essas técnicas apresentam
vantagens e desvantagens, sendo por este motivo, utilizadas em associacéo
umas com as outras, a fim de suprir as lacunas existentes em cada uma. Neste
estudo, as técnicas utilizadas ndo forneceram resultados robustos que
pudessem fundamentar inferéncias confiaveis. Entretanto, foram gerados
indicios que condizem com a literatura dessa area de estudo. Ao final, a
microscopia confocal pareceu ser a técnica mais adequada para as analises
pretendidas, cabendo agora ser utilizada nos experimentos de inibicdo da
endocitose para se avaliar a sensibilidade desta técnica frente as possiveis
variacfes na quantidade de AuNPs funcionalizadas internalizadas. A tabela 2,
abaixo, resume as conclusdes possiveis obtidas neste estudo e também
salientam futuros experimentos que deveréo ser feitos para solidificar e ampliar

as conclusdes possiveis.
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Tabela 2. Conclus@es e perspectivas do trabalho.

Experimentos

Experimento Resultados Concluséo Parcial
Futuros
Repetir o]
experimento com
~ AuNRs
Apesar de ndo haver funcionalizados, na
o . Os AuNRs foram diferenca significativa w
Avaliacdo das vias . presenca ou nao de
i .~ " .~ encontrados em na quantidade de . -
de internalizacdo . . proteinas séricas e
. vesiculas, e em nanoparticulas S
através de . ; com inibidores de
. . pequenas quantidades, endocitadas quando .
microscopia . ) . outras vias.
o dentro de células a  fagocitose  foi o S
eletrbnica de N N . Verificar a inibicdo
T tratadas ou ndo com inibida, este numero .
transmissao. o . . ~_das vias na
inibidor de fagocitose. foi menor em relacéo ~
concentracao
ao controle. -
utilizada dos

inibidores através de
controles positivos.

Avaliacéo das vias
de internalizagéo
através de
citometria de fluxo.

As células incubadas
com 0s AuNRs
funcionalizados com a
proteina DENV3E
apresentaram maior
intensidade de
fluorescéncia do que
aquelas incubadas

apenas com a proteina.
O inibidor de fagocitose
causou efeitos
diferentes nesses dois
grupos.

A proteina DENV3E
sozinha foi
internalizada em
menor quantidade e
por via diferente
daquela utilizada
para esta mesma
proteina ligada aos
AuNRs.

Repetir 0
experimento em
replicata, na
presenca ou
auséncia de
proteinas séricas e
com inibidores de
outras vias.

Verificar a inibi¢cdo
das vias na
concentracao
utilizada dos

inibidores através de
controles positivos.

Avaliacéo das vias

As células incubadas
com os AuNRs puros
apresentaram variacfes
na guantidade de

Enquanto a inibicdo
da fagocitose reduziu
a quantidade de
nanoparticulas

Repetir o]
experimento com
AuNRs

funcionalizados e na
presenca ou ndo de

de internalizacdo nanoparticulas internalizadas, a proteinas séricas.
através de internalizadas na inibicdo da Verificar a inibicdo
densidade Optica. presenca dos inibidores endocitose mediada das vias na
de fagocitose e de por caveolina concentracao
endocitose via aumentou esta utilizada dos
caveolina. guantidade. inibidores através de
controles positivos.
Repetir 0
experimento na
. . . resenca ou
As células incubadas Esta técnica, presenc
. auséncia de
o . com 0s AuNRs possivelmente, . -
Avaliacdo das vias . . o " proteinas séricas e
; % funcionalizados com a permitiu identificar os S
de internalizagdo . com inibidores das
< proteina DENV3E AuNRs ) :
através de . . vias endocitoses.
. . apresentaram elevada funcionalizados com e S
microscopia ; . . Verificar a inibicdo
intensidade de a proteina DENV3E .
confocal. A o das vias na
fluorescéncia em no interior das =
~ . concentracao
relacdo aos controles. células. .
utilizada dos

inibidores através de
controles positivos.
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Anexo |

Product Family

Product Number

Lot#
Form

Capping Agent

Solution

SPR Peak
SPR Abs
LSPR Peak
LSPR Abs

pH

Zeta Potential
Diameter
Length
Aspect Ratio
Concentration
Concentration
CTAB

Date
Exp Date

Certificate of Analysis

nm
AU
nm
AU

mV
nm
nm

nps/mL
mg/mL
mM

Nanopartz Gold Nanorodz

A12-10-780-CTAB

RPD250D
Gold Colloid
CTAB

18MEG DI Water

measured
measured
measured
measured
measured
measured
measured
measured
calc

calc

calc

measured

Alex Schoen, Manager Quality Control

Absorbance (OD)

.
L

0D (1em)

|

.
=

450 550

650

750 850
Wavelength (nm)

1050

UVNIS
UV/NVIS
UV/VIS
UV/NVIS
Expt.
DLS
TEM
TEM

780
1.1
511
0.3

7

38

10

38
3.8
7.4E+11
0.039
3

6/24/2015
12/21/2015
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Anexo Il

Nanopartz Endotoxin Purification

Nanopartz uses a Thermo Scientific Barnstead Nanopure TOC Life Science (UV/UF with TOC) water
system. This ensures that the water we use in our products conforms to:

Resistivity > 18.0 mQ-cm
TOC Less than 3.0 ppb +/- 1 ppb
Endotoxin Less than 0.02 Eu/mL

As per our ISO testing, monthly we test sterility and endotoxin. For our sterility tests we measure for:

@ © © 6 © ¢ © © © @ o o

Trichophyton mentagrophytes
Candida albicans
Aspergillus niger
Candida albicans
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Candida krusei
Chloramphenicol, Gentamicin
Beta-streptococci
Groups A.B.C.F.G
Enterococci

o Non enterococci
Listeria species:
Haemophllus species:
H. influenzae
H. parainfluenzae
H. haemolyticus
H. parahaemolyticus
Escherichia coli
Salmonella species
Shigela species
Proteus species
Enterobacter species
Pseudomonas species

For our endotoxin tests, we use an LM-132 Kinetic Endotoxin test.

Results of Test:

6/24/15 RPD250D

174 Barberry Pl. Loveland CO 80537
844.334.5555 fax 866.811.NANO
www.nanopartz.com
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NAN@PARTZ

The gold nanoparticle for nanotechnology

Nanopartz Sterilization Test Includes:

Trichophyton mentagrophytes
Candida albicans

Aspergillus niger

Candida albicans

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Candida krusei
Chloramphenicol, Gentamicin

Beta-streptococci
Groups A.B.C.F.G
Enterococci
Non enterococci
Listeria species:
Haemophllus species:
H. influenzae
H. parainfluenzae
H. haemolyticus
H. parahaemolyticus
Escherichia coli
Salmonella species
Shigela species
Proteus species
Enterobacter species
Pseudomonas species

Results of Test: PASS E D

6/24/15

LOT RPD250D
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Triggering the amoebal phagocytosis process is a sine qua non condition required by most of the giant viruses to
initiate their replication cycle. This process requires the recognition of particles >500 nm, and many giant viruses
meet this requirement. However, the Marseillevirus marseillevirus (MsV) is unusual as. despite being ~250 nm it
is able to replicate in Acanthamoeba. To better understand this, we thoroughly investigated the MsV replication
cycle. Our results revealed that the MsV is able to form giant vesicles, containing dozens to thousands of viral
particles, wrapped in membranes derived from amoebal endoplasmic reticulum. Remarkably, our results strongly
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