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Resumo

O uso de nanomateriais na area biomédica vem aumentando gradativamente com o
aprimoramento das técnicas de sintese e funcionalizacdo. Para que possa ser
utilizado de maneira segura o nanomaterial dever ser altamente estavel e baixa
toxicidade. Neste trabalho foi proposto estudar a possibilidade de amplificacdo do
sinal de fluorescéncia, utilizando baixas concentracdes de anticorpos primarios
funcionalizados com nanoparticulas de ouro (AuNP) e secundarios também em
concentracfes diminutas e realizar o estudo sistematico da sua estabilidade e baixa
toxicidade para as células. As AuNPs puras foram escolhidas por ndo emitem sinal
de fluorescéncia apés serem interceptadas por uma fonte luminosa, pela sua alta
capacidade de absorcao e transferéncia de energia e por ndo causar toxicidade para
as células conhecidas e por ser altamente estavel. Este trabalho envolveu as
seguintes etapas: a) sintese das AuNPs pela rota do citrato de sédio; b)
caracterizacdo das AuNPs quanto ao tamanho e a morfologia; c) avaliacdo da
viabilidade celular e ciclo celular; d) biofuncionalizagdo das AuNPs com os
anticorpos primarios e secundarios. Para isto, utilizou-se o0s anticorpos primarios
cetuximabe (Cet,yc) e anti-CD44 (CD444), para este ultimo foi feita a identificacéo
do seu ponto isoelétrico pela curva de variacdo do pH da solucéo e foram utilizados
os anticorpos secundarios Alexa Fluor®488y; (AF488,4c) e Pe-CF594 |4z (Pe-
CF5944c. e) caracterizagdo dos nanocomplexos formados; f) conjugacdo dos
nanocomplexos com o0s anticorpos secundarios; g) avaliacdo da ligacdo dos
nanocomplexos aos anticorpos secundarios; h) reconhecimento das moléculas-alvo
presentes na membrana celular pelos nanocomplexos. Os espectros de UV-vis
obtidos demonstraram a formagdo de nanoparticulas de ouro, com banda
plasmonica caracteristica. Apos a funcionalizagdo com o Cetyge € CD44,c , a
espectroscopia UV-vis foi novamente realizada o que demonstrou sucesso neste
procedimento pelos deslocamentos das curvas em relacdo as AuNPs puras. As
AuNPs foram analisadas por microscopia eletronica (MET) que demonstrou sua
morfologia esférica. O estudo de estabilidade das AuNPs, foi realizado através das
medi¢cdes do espalhamento de luz dindmico (DLS). O potencial zeta foi realizado
para confirmar a estabilidade da emulséao coloidal. As AuNPs foram avaliadas antes

e apos a funcionalizacdo com os anticorpos primarios os resultados demostraram



gue as nanoparticulas permaneceram dispersas. O teste de fluorimetria confirmar a
funcionalizagédo das AuNPs com Cetyc e CD44ys , 0s resultados corroboram os
dados obtidos pelo potencial zeta. Para confirmar a conservagao do reconhecimento
dos epitopos celulares e a amplificacdo pelos nanocomplexos AuNPCetyc e
AUNPCD444c a MET e a citometria de fluxo (CF) e citometria de fluxo com imagem
(CFI) foram utilizadas. Os dados obtidos por estas técnicas demonstraram que,
apos, a funcionalizacdo dos anticorpos primarios com as AuNPs ndo houve prejuizo
para reconhecimento e ligacdo aos receptores de membrana celular. Houve também
o melhoramento da deteccéo do sinal em baixas concentragbes pelos anticorpos
secundarios Alexa Fluor 488 (AF488,,c) e Pe-CF594,,c gerando resultados mais
eficientes com espectros de emissdes mais estreitos reduzindo a interferéncia em

outros filtros e a reducao dos custos da técnica de citometria de fluxo.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro, biofuncionalizacdo, citometria de fluxo,
citometria de fluxo com imagem acoplada, fluorescéncia, anticorpos primarios e

secundarios, ressonancia plasmonica, células A431, cetuximabe e anti-CD44.



Abstract

The use of nanomaterials in the biomedical area is gradually increasing with the
improvement of synthesis and functionalization techniques. In order to be used
safely, the nanomaterial must be highly stable and have low toxicity. In this work it
was proposed to study the possibility of amplifying the fluorescence signal, using low
concentrations of primary antibodies functionalized with gold nanoparticles (AuNP)
and secondary ones also in low concentrations and to carry out a systematic study of
their stability and low toxicity to cells. Pure AuNPs were chosen because they do not
emit a fluorescence signal after being intercepted by a light source, for their high
capacity for energy absorption and transfer and for not causing toxicity to known cells
and for being highly stable. This work involved the following steps: a) synthesis of
AuNPs by the sodium citrate route; b) characterization of AUNPs in terms of size and
morphology; c) evaluation of cell viability and cell cycle; d) biofunctionalization of
AuNPs with primary and secondary antibodies. For this, the primary antibodies
cetuximab (CetlgG) and anti-CD44 (CD441gG) were used, for the latter the
identification of its isoelectric point by the solution pH variation curve and the
secondary antibodies Alexa Fluor®488IgG were used (AF488IgG) and Pe-CF594
IgG1l (Pe-CF594IgG. E) characterization of the formed nanocomplexes; f)
conjugation of nanocomplexes with secondary antibodies; g) evaluation of the
binding of nanocomplexes to secondary antibodies; h) recognition of the target
molecules present in the cell membrane by the nanocomplexes. The UV-vis spectra
obtained showed the formation of gold nanoparticles, with a characteristic plasmonic
band. After functionalization with CetlgG and CD44IgG, UV-vis spectroscopy was
performed again, which demonstrated success in this procedure due to the
displacement of the curves in relation to pure AuNPs. AuNPs were analyzed by
electron microscopy (MET) that demonstrated their spherical morphology. The
AuNPs stability study was carried out through measurements of dynamic light
scattering (DLS). The zeta potential was performed to confirm the stability of the
colloidal emulsion. AuNPs were evaluated before and after functionalization with
primary antibodies the results showed that the nanoparticles remained dispersed.
The fluorimetry test confirms the AuNPs functionalization with CetlgG and CD44IgG,
the results corroborate the data obtained by the zeta potential. To confirm the



conservation of cell epitope recognition and amplification by the AuNPCetlgG and
AUNPCD44IgG nanocomplexes at MET and flow cytometry (CF) and flow cytometry
with image (CFI) were used. The data obtained by these techniques demonstrated
that, after the functionalization of the primary antibodies with AuNPs, there was no
impairment for recognition and binding to cell membrane receptors. There was also
an improvement in signal detection at low concentrations by the secondary
antibodies Alexa Fluor 488 (AF488IgG) and Pe-CF5941gG, generating more efficient
results with narrower emission spectra, reducing interference in other filters and

reducing the costs of the cytometry technique. flow.

Keywords: Gold nanoparticles, biofunctionalization, flow cytometry, coupled image
flow cytometry, fluorescence, primary and secondary antibodies, plasmon resonance,
A431 cells, cetuximab and anti-CD44.
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Objetivo

Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo geral realizar a sintese e funcionalizacdo das

nanoparticulas de ouro para aplicagdo em citometria de fluxo.

1.1.2

Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de ouro pela rota do citrato de sodio.

Caracterizar as nanoparticulas de ouro por espectroscopia no ultravioleta
visivel, microscopia eletrdnica de transmisséo, espalhamento dindmico de luz
e espectroscopia de absorgéo atdbmica.

Funcionalizar as nanoparticulas de ouro com o0s anticorpos primarios
cetuximabe e anti-CD44.

Caracterizar a formacdo dos nanocomplexos aplicando as técnicas de
espectroscopia no ultravioleta visivel, microscopia eletrbnica de transmisséo,
espalhamento dinamico de luz e espectroscopia de absorcédo atdbmica.
Detectar a conservacdo do reconhecimento dos epitopos celulares pelo
nanocomplexos AuNPCetyc e AuNPCD44,,c por citometria de fluxo
convencional e por imagem.

Verificar 0 aumento da deteccdo da emissdo do sinal de fluorescéncia em

amostras com baixas concentracfes de anticorpos primarios e secundarios.



20

2 REVISAO DE LITERATURA



21

2.1 Estado da Arte

A necessidade de mensurar, caracterizar morfologica e quimicamente, assim como
detectar particulas e moléculas dispersas em uma suspenséo, faz da Citometria de
Fluxo (CF) umas das tecnologias mais sofisticadas para validar ou refutar hipéteses
cientificas. Esse fato deve-se a possibilidade de realizar analises multi-paramétricas
de dezenas de milhares de células por segundo. Nas areas, biomédica, clinica e
académica a citometria de fluxo € uma ferramenta fortemente utilizada para o
diagndstico e acompanhamento clinico, permitindo a caracterizacdo das respostas
celulares a estimulos especificos, como, por exemplo, € o caso do diagndstico da
Hemorragia Materno Fetal (HMF) (BAIOCHI, et al., 2005; BRAGA et al., 2016).

E importante salientar que a técnica de citometria de fluxo também é relevante na
industria, bem como na pecuaria, onde contribui para o controle de qualidade do
sémen criopreservado (SCHENK, et al., 2007), e para contagem bacteriana em
amostras de leite. Véarias areas e projetos podem se beneficiar da técnica da
citometria de fluxo. Na &rea da oceanografia, essa metodologia é aplicada para
caracterizagdo do fitoplancton e zooplancton, podendo trazer informacdes valiosas
sobre possiveis alteracbes nessas comunidades ecoldgicas, possivelmente
causadas por poluicdo ambiental, uso insustentavel de materiais e despejo de forma
inadequada, gerando eventuais modificacbes em ecossistemas aquaticos que
podem prejudicar a qualidade de vida da espécie humana (PARTENSKY et al.,
1996).

O estudo das alteracfes celulares em animais residentes nestes locais € de grande
relevancia para se intensificar os projetos de protecao e recuperacdo ambiental. A
obtencdo de respostas utilizando técnicas multi-paramétricas para um Unico evento
torna necesséaria a marcacdo do material de modo extra e/ou intracelular por um
conjunto de anticorpos monoclonais (Mabs) marcados fluorescentemente (DANGL;
LANIER, et al., 2013).

A citometria de fluxo é uma técnica muito versatil, o sobrenadante da amostra
analisada pode ser avaliado empregando microparticulas fluorescentes capazes de

captar a molécula de interesse. A qualidade e reprodutibilidade dos resultados
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obtidos por essa técnica dependem de um conjunto de fatores: capacidade de
deteccdo da amostra pelo equipamento, nivel de expressdo da molécula de
interesse e, principalmente, eficiéncia de emissao de fluorescéncia dos corantes de

modo a diminuir a sobreposigéo entre estas fluorescéncias (BRAGA et al., 2016).

A nanotecnologia vem sendo aplicada em diversos campos do conhecimento,
constituindo uma das areas de grande interesse comercial em termos de pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo. Um dos mais recentes avangos da nanotecnologia € o
uso de nanoparticulas poliméricas com moléculas biolégicas que fornecem
comandos a maquinaria celular de forma a induzir ou suprimir processos bioldgicos
(PEPPAS, 2004; HILDEBRAND et al.,, 2006). Um dos desafios nesse campo de
pesquisa é melhorar a ligacao dessas particulas as células ou, ainda, explorar novas
vias de internalizacdo (GU et al., 2007; QIAN, 2003; GABOR et al., 2004).

Nanoestruturas de ouro apresentam propriedades épticas caracteristicas e, também,
a facilidade de ligacdo a diferentes substratos, o que as torna um nanomaterial
bastante atrativo. Nosso grupo de pesquisa tem se empenhado em desenvolver
nanoestruturas capazes de auxiliar no diagnostico e no tratamento de doengas que
até entdo sdo de dificil controle. Demonstramos que 0 nanocomplexo possui
estabilidade duradoura quando empregado em protocolos convencionais de
marcagdo com anticorpos (ANDRADE et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe
sobre formas de avaliacdo do comportamento de nanoestruturas de ouro dentro das
células utilizando a citometria de fluxo como ferramenta de andlise, como elas
contribuem para alteragcdes nos perfis de tamanho e granulosidade e como as
propriedades fisicas das nanoestruturas de ouro podem potencializar a eficiéncia de

fluorocromos.

Desta forma, uma investigacdo mais aprofundada dos fenémenos envolvidos em um
possivel incremento de fluorescéncia pelas nanoparticulas de ouro pode auxiliar no
desenvolvimento de um novo processo de marcacdo, tornando-o mais eficiente.
Desenvolvemos este trabalho com o objetivo investigar o aumento da eficiéncia de
deteccdo de fluorescéncia por citometria de fluxo, para reduzir a concentragdo de
anticorpos comerciais, para melhorar a marcacéo e possibilitar a reducéo de custos.

Esta caracteristica favorecera o aperfeicoamento da deteccdo de moléculas



23

intracelulares pouco expressas e que emitem sinal de fluorescéncia de baixa
intensidade que poderia levar a interpretacdo prejudicada na hora da anélise dos
resultados. Dentro deste contexto, concentramos nossos estudos em estabelecer
um processo de bioconjugacdo das nanoparticulas de ouro de maneira simples e
econdmica, e que melhore expressivamente a capacidade de detec¢cado de moléculas
extra e intracelulares. O melhoramento da técnica de citometria de fluxo reduzird os
custos na execucdo desta metodologia tornando-a mais acessivel aos centros de

pesquisas e aos laboratdrios clinicos.

2.1.1 Introducéo a Citometria de Fluxo

O primeiro registro da aplicacdo da citometria de fluxo foi em 1934, por Andrew
Moldavan, onde a suspensao celular previamente marcada era pressionada atraves
de um tubo capilar com luz incidente gerando uma microcorrente amplificada que
possibilitava a contagem celular por um dispositivo fotoelétrico conectado a lente
ocular de um microscopio (MOLDOVAN, 1934). O desenvolvimento do instrumento
por Moldavan s6 foi possivel pela existéncia prévia do microscépio que,
historicamente, acredita-se ter sua origem em 1590,com a fabricacdo de lentes
corretivas por dois holandeses: Hans Janssen e Zacharias Jansse. A origem
propriamente dita das lentes é um tanto controversa e data-se do século, Xl
atribuida ao arabe Ibn al Haitham, sendo o termo microscépio criado em 1618 a
partir de duas palavras gregas Mikros, pequeno e Skopein, observar (MUDRY,
2000).

Varios estudiosos destacaram-se no uso da microscopia. Em 1665, o inglés Robert
Hooke realizou observaces microscopicas gerando registros significativos em sua
obra intitulada “Micrografia” (LAWSON, 2016). E importante salientar que Robert
Hooke realizou modificagcbes no microscépico que utilizava, introduzindo uma
segunda lente ao equipamento, 0 que o tornou mais eficiente. Esse pesquisador
também foi de suma importancia para a ciéncia, pois a ele se deve 0 pioneirismo no
uso da nomenclatura “célula” para descrever estruturas vazias em cortica (MUDRY,
2000; ROSA, 2012).
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Em 1666 Marcello Malpighi, na Italia, descreveu, perfeitamente, as camadas da pele
e dois diferentes corpusculos renais com uso da microscopia. Em 1674 o inventor
Antonie van Leeuwenhoek, o mais conhecido dos usuarios da microscopia,
contribuiu com o melhoramento desse equipamento que era estruturalmente bem
simples, composto por base fixadora para a amostra, um focalizador, uma lente de
vidro Unica e apresentava a capacidade de ampliacdo de 300 vezes. Tal propriedade
possibilitou a identificacdo de microestruturas com dimensdes entre um e dois
micrdmetros. Nesse mesmo ano, Leeuwenhoek visualizou e caracterizou os globulos
vermelhos do sangue (MUDRY, 2000). Em 1677, durante seus trabalhos de
pesquisa, Leeuwenhoek visualizou e identificou a presenca de espermatozoides no
sémen humano e, neste mesmo periodo, foi reconhecido como criador da
microbiologia por sua grande contribuicdo na identificagdo e classificagdo das
bactérias em trés grupos distintos: cocos, bacilos e espirilos (ALTMAN, 2012).

Apesar de todas as descobertas celulares alcancadas durante este periodo, o
reconhecimento da célula como uma unidade essencial da vida deu-se somente em
1839. No periodo de 1846 a 1893 houve uma grande evolugdo na microscopia pelo
mecanico aleméo, Carl Zeiss que introduziu o sistema de luz, oculares e lentes
objetivas. Neste mesmo periodo, foi descoberto o primeiro corante sintético, a anilina
roxa, por William Henry Perkin, possibilitando a distincdo entre células brancas e
vermelhas na utilizagdo de corantes, e assim como alteragdes celulares frente a um
estado de doenca por Paul Ehrlich. Em 1891 Malanchowski e Romanowsky
utilizaram azul de metileno como corante fluorescente para células o que auxiliou na

identificacao do protozoario Plasmodium sp. causador da malaria (LILLIE, 1978).

No século XX, em 1940 o médico americano Albert Coons, desenvolveu inicialmente
uma técnica para identificacdo da ligacdo antigeno-anticorpo na qual pode ser
guantificada e identificada a presenca destas proteinas em tecidos corados (COONS
et al., 2013). Iniciou-se neste momento a aplicacdo da imunofenotipagem, em
guando combinaram um anticorpo de antraceno com uma porcéao fluorescente, que
na luz do dia produzia um azul fraco e, quando submetido a luz ultravioleta, emitia
um azul intenso, demonstrando que este procedimento n&o interferia na
especificidade da ligacdo para a deteccdo de Streptococcus pneumoniae
(ROBERTS, 1957).
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Frank T. em 1947, no periodo pos Segunda Guerra Mundial, desenvolveu um
contador de aerossois menores de 0,6um de diametro para quantificar bactérias e
esporos apdés o uso de armas biolégicas. Essas estruturas causavam um pulso
elétrico apos serem interceptados por uma fonte de luz em um campo escuro e seu
espalhamento frontal e lateral eram amplificados e captados por uma célula
fotossensivel (GUCKER et al., 1947). Logo depois, em 1949, Wallace Coulter criou
um dispositivo capaz de contar, rapidamente, particulas individuais em suspensao
isotbnica e que era alinhado, eletronicamente, entre as camaras a passagem das
hemacias, causando aumento da impedancia elétrica do orificio proporcionalmente
ao tamanho da célula (Figura 1). Essa criacdo gerou uma patente que foi concedida
em 20 de Outubro de 1959 no United States Patents Office sob o namero
US2656508 A (Figura 1) (COULTER , 1949).

Figura 1: Model A Coulter Counter

Legenda: Primeiro contador de células desenvolvido por Wallace Coulter. Fonte: COULTER 1953.

Albert H. Coons e Melvin H Kaplan criaram, em 1950, o fluoréforo fluoresceina
conjugada com isotiocianato (FITC) para detectar anticorpos em tecidos. Quando o

material era levado ao microscopio de fluorescéncia, produzia uma coloracéo verde
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apos ser interceptado pela luz (COONS et al., 1942). James C. Parker e William R.
Horst, desenvolveram em 1953 um dispositivo contador capaz de quantificar por,
cores, as ceélulas do sangue. O equipamento coletava a luz branca incidente sobre a
amostra em suspensédo e os sinais eram, entdo, distribuidos conforme intensidade e
dispersdo amplificadas, frontal e lateral, permitindo que os leucécitos e as hemacias
fossem classificados conforme variacbes nesses parametros. A patente desse
trabalho foi concedida em 24 de Setembro de 1957 no United States Patents Office
sob o numero US2807416 A “Device for Automatically Counting Blood
Cells“(PARKER, 1957).

Robert Mellors e Reuben Silvers desenvolveram o primeiro scanner micro-
fluorométrico. O principio desta técnica baseava-se em aplicar células do colo do
Utero em uma lamina e corar com uma solucao fluorescente que era submetida a luz
ultravioleta, onde as células normais produzem pulsos com curva mais estreita e
com baixo sinal de fluorescéncia e as células tumorais, por apresentarem seu nucleo
maior e hipercromatico, produzem pulsos com curvas mais amplas e alto sinal de
fluorescéncia (MELLORS et al., 1951). Crosland Taylor publicou em 1953 o artigo
“A Device for Counting Small Particles Suspendend in a Fluid Through a Tube”, em
gue as células sdo alinhadas dentro do fluido de solucdo salina e injetadas
rapidamente sem formar turbilhonamento, o que poderia ocasionar dispersao das
particulas e erro em sua contagem, em razao de sua abertura maior e, consequente,

aumento da interceptacao da luz (CRICK et al., 1953).

Em 03 de Marco de 1959, a Jamer Parke e Willians Horst, foi concedida a patente
registrada no United States Patents Office sob o numero US2875666 A, “Method of
Simultaneously Counting Red and White Blood Cells”, de um dispositivo capaz de
injetar um volume conhecido de sangue. Este equipamento foi um ganho para o
estudo e a pratica clinica pela sua rapidez e reprodutibilidade em seus resultados
(JAMES, 1959). Kamentsky, em 1965, introduziu dois avancos importantes no uso
da contagem celular: o desenvolvimento de um espectrofotdmetro capaz de contar
500 eventos por segundo, o que possibilitou estimar o tamanho do conteido de DNA
de diversas células do corpo e identificar as variacdes apresentadas por elas
(KAMENTSKY et al., 1965).
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O Cytograph, (Figura 2), foi o primeiro equipamento a utilizar um laser para a
identificacdo celular. Ele apresentava laser de HeNe com o comprimento de onda de
633nm de excitacdo e emissao e era capaz de identificar células vivas e mortas por
apresentarem alteracbes em sua membrana, ficando permeaveis ao corante
fluorescente azul de tripan (THOMPSON et al., 2008).

Figura 2: Cytograph de 1970

Legenda: Equipamento do Laboratério de Citometria da Universidade Purdue. Fonte: ROBINSON,
2000. Modificado

Foi publicada a patente registrada no United States Patents Office US3705771 A de
12 de dezembro de 1972 e o detentor de uso desta tecnologia era a empresa
Bio/Physics Systems (KAMENTSKY et al., 1965).

Neste mesmo ano, Mack Fulwyler patenteou um dispositivo capaz de realizar a
separacao celular por sua caracteristica de tamanho, onde as células encapsuladas
por solucdo salina, apds cessar a corrente elétrica eram desviadas para o tubo de
coleta e depois de serem interceptadas por um laser a taxa de sobrevivéncia das
células, no final do processo, era de alta qualidade (Figura 3). A tecnologia deste

equipamento baseava-se no principio da defleccdo de gotas a “jato” de tinta
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eletrostaticas de Richard Sweet, 1964, e coletadas em um reservatorio anexo
apresentando boa taxa de sobrevivéncia. Esta tecnologia € baseada nos sistema de
aplicacdo a jato de tinta das impressoras largamente utilizadas nos dias de hoje
(FULWYLER, 1965; FULWYLER, 1968).

Figura 3: Citofotdmetro Super Dooper Sorter (SDS-1)

al h

A . B

Legenda: (A) Equipamento desenvolvido por Fulwyler e comercializado em 1974 EPICS 1l B)
llustragdo esquematica do sistema de separacdo e coleta celular criado por Fulwyler. Fonte:
FULWILER, 1968. Modificado

Bruce Hudson, em 1968, iniciou o uso do lodeto de Propidio (Pl) como sonda para
guantificacdo do DNA circular mitocondrial de células tumorais, como alternativa ao
uso do Brometo de Etidio (EtBr), técnica desenvolvida por Dittrich e Gohde
(FERRAZ, 2014). Os testes de densidade de proteina realizados pelos
pesquisadores na Alemanha demonstraram ser 1,8 vezes mais eficiente do que o
EtBr (HUDSON et al., 1969).

Marv van Dilla, em 1969, desenvolveu o primeiro citbmetro de fluxo de alta

velocidade. Este equipamento utiliza o principio da focalizacdo hidrodinamica,
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diferente dos sistemas anteriormente desenvolvidos e equipados com o laser de
Argbnio no comprimento de onda 488 nm (Figura 4) (VAN DILLA et al., 1969).

Figura 4: Livermore Flow Sorter em 1973.

Legenda: Marvin Van Dilla, Lawrence Livermore National Laboratory. Fonte:Givan, 2001.

O funcionamento do citbmetro Livermore Flow Sorter baseava-se em microscopia de
eixos de fluxo, iluminacdo e deteccdo ortogonal. Esta tecnologia era capaz de
determinar a fluorescéncia do DNA marcado com o fluorocromo desenvolvido por
Feulgen (VAN DILLA et al., 1969) e identificar as anormalidades em células tumorais
(ELLISON et al., 1975).

Dittrich Wolfgang e Goehde Wolfgang depositaram a patente em 1969 no The Patent
Office London GB1300585 A, publicada em 20 de Dezembro de 1972 (WOLFGANG,
1972), do Impulsocitdmetro-ICP, (Figura 5), primeiro citbmetro a ser comercializado
pela Phywe AG em Gottingen. A tecnologia até, entdo, era conhecida como
citofotometria e somente anos mais tarde passou denominar-se a citometria de fluxo
(HEADQUARTERS, 2000).
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Figura 5: Impulsocitémetro - ICP 11

Legenda: Primeiro citbmetro comercializado em 1969. Fonte: Arquivo da Universidade de Purdue,
1972.

No ano de 1969, Hullet, Bonner, Barret e Herzenberg, filiados ao Departamento de
Genética da Escola de Medicina da Universidade de Stanford, na Califérnia,
publicaram artigo “Cell Sorting: Automated Separation Mammalian Cells as a
Function of Intracellular Fluorescence”, no qual propuseram uma metodologia, mais
eficiente e menos laborosa, de segregacgéo e coleta de diferentes tipos celulares, o
gue fez destes pesquisadores os pioneiros na utilizacdo da marcacao celular multi-
paramétrica com substancias fluorescentes. Embasados na capacidade de retencéo
de compostos fluorescentes (fluorocromasia) pela membrana celular em seu estado
integro (ROTMAN et al.,1966), foi utilizado um hibrido do SDS-1 desenvolvido por

Sweet e Fulwyler. Surge, neste momento, o FACS-I “Fluorescence Activated Cell
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Sorter”, mas esta versdo ainda ndo era tado eficiente em razdo da fonte de luz
utilizada pra excitacdo da amostra, pois a lampada de arco de mercurio utilizada,
emite sinais com baixas intensidades, (Figura 6). O modelo mais eficiente foi
produzido e patenteado em 1972, como sera apresentado adiante (HULETT et al.,
1969).

Figura 6: FACS-I
I
-y

~ ‘\
"
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Legenda: Leonard Herzenberg com FACS-I . Fonte: Edward Souza Stanford, 1974.

Em 1970 Kamentsky patenteou o dispositivo capaz de realizar separacéo celular de
células vivas e mortas a partir do melhoramento do Cytograph. O uso do ion laser
Argbnio comprimento de onda 488 nm funcionando, em conjunto, com o laser HeNe
no, Cytofluorograph, proporcionou a analise morfolégica e da fluorescéncia do
material em estudo. O Cytofluorograph realiza mais de 100.000 eventos por minuto e
esta particularidade o classificava como um equipamento de alta sensibilidade
(Figura 7) (KAMENTSKY et al.,1974).
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Figura 7: Cytofluorograph.

Legenda: Citdmetro de fluxo comercializado pela Ortho Diagnostic Systems;,. ,1974.

Em 1971 iniciou-se uma concorréncia pelo direito de producdo da tecnologia
desenvolvida por Fulwyler, de um lado a Bencton e Dickinson (BD) e do outro a
Coulter, sendo esta Ultima a detentora do direito total sobre a producdo e
comercializacdo deste dispositivo pela recém-criada Particle Technologies (PT). A
Particles Technologies tornou-se uma grande fabricante de equipamentos
hematoldgicos e, concomitantemente, foi criada a empresa Bencton e Dickinson
Immunodiagnostic Systems, gerenciada por Bernie Shaw em parceria com Leonard
Herzenberg, e que dominaria durante muitos anos a producédo de citbmetros de fluxo
(ROBINSON, 2017).

Em 1972, Herzenberg, Melamed e colaboradores publicam o artigo “Acridine Orange
Metachromasia for Characterization of Leukocytes in Leukemia, Lymphoma, and
other Neoplasms” em que foi possivel comparar e caracterizar as alteracdes
nucleares e citoplasmaticas em células neoplasicas expostas ao corante Orange,
guando analisadas no Cytofluorograph e irradiadas pelo laser azul. No resultado
biparamétrico obtido, as células normais apresentam fluorescéncia vermelha e as
neoplasicas apresentam dispersdo fluorescente verde, havendo diferenca de
expressao nos diversos tipos de canceres analisados (KOHLER, 1975). Herzenberg
em 1972, introduziu no separador celular anterior a fonte de luz usada por van Dilla,

o laser Argonio 488nm, aumentando, substancialmente, a resolugao do sinal emitido
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pelas sondas fluorescentes (HERZENBERG et al., 1976; SHAPIRO, 2004).
Herzenberg cria um novo termo que passara entéo a identificar este dispositivo pela
abreviacdo FACS, do inglés Fluorescence-Activated Cell Sorting. Em 1974,
juntamente com a Leland Stanford Junior University, patentearam esta tecnologia e
transferiram para a empresa Bencton & Dickinson o direito de comercializagdo do

citbmetro por eles construido. Neste mesmo ano é comercializado o primeiro

equipamento denominado FACS-II, (Figura 8).

Figura 8: FACS-II

Legenda: Primeiro citdmetro comercializado pela Bencton e Dickinson. Bernard Shoor engenheiro da
BD e Leonard Herzenberg. Fonte: HERZENBERG et al., 1976.

Crissman H., 1974, desenvolveu um método capaz de estudar o ciclo celular em 20
minutos, acrescentando na cultura a droga antitumoral Mitramicina que age inibindo
a sintese de RNA e intercalando-se ao DNA, emitindo fluorescéncia proporcional ao
a gquantidade deste &cido nucléicos encontrados nesta cultura (CRISSMAN et al.,
1974).

Em 1975 George Kohler e Cesar Milstein, no MRC Laboratory of Molecular Biology
da Universidade Cambridge, desenvolveram um método para producdo de
anticorpos monoclonais (Mabs) a partir da hibridizagdo de células sanguineas
mieldides tumorais, que possuem alta capacidade de crescimento e linfécitos B do

baco de camundongos, previamente imunizados com sangue de ovelha, produzindo
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grande numero de clones idénticos em cultura celular (GEORGES, 1975).
Submeteram o artigo onde descreviam inteiramente a descoberta, porém a revista
Nature julgou ndo ser de interesse publico a pesquisa desenvolvida por eles, nao

realizando a sua publicagéo.

A falta de experiéncia na area de protecdo de suas invencdes também retirou deles
o direito de patentear esta metodologia, uma vez que as leis de registro néo
permitiam a protecéo de invengdes previamente divulgadas (TANSEY et al.,1995). O
reconhecimento desta grande contribuicdo de Kohler e Milstein para imunologia veio
guando receberam parte do prémio Nobel de 1984 em medicina e fisiologia. A
citometria passou a ser aplicada nas diversas areas da biomedicina. Gray em 1975,
realizou pela primeira vez a cariotipagem por citometria de fluxo, usando os corantes
EtBr, Pl e Hoechst. A quantificagdo do conteido de DNA por cromossomo foi
realizada utilizando o sorter de van Dilla, e o software CYDAC desenvolvido em
1960 por pesquisadores do Lawrence Livermore National Laboratory (GRAY et al.,
1975).

Raul Curbelo, em 1976, publicou o artigo “A Generalized Machine for Automated
Flow Cytology System Design” (CUERBELO et al., 1976), em que ja se demonstrava
a capacidade de se detectar 8 parametros em uma unica célula utilizando, apenas,
uma fonte de luz, a lampada de mercurio. Este equipamento foi uma adaptacao do
equipamento desenvolvido na Block Engineering Cambridge, Massachusetts, EUA,
entretanto esta tecnologia ficou, somente, nos laboratérios desta universidade,
servindo como objeto de estudo para desenvolvimento de outras tecnologias
(SHAPIRO, 2004).

A necessidade de se detectar co-expressado de antigenos em uma mesma célula é
desafio que vem sendo desvendado pela microscopia de fluorescéncia e a citometria
de fluxo parecia muito promissora para ser utilizada como mais uma ferramenta para
este estudo e foi entdo, que Michael Loken, em 1977, ousou testar a deteccéo de
dois antigenos empregando um unico laser de Argdnio. A aplicacdo de mais de uma
fluorescéncia gera a necessidade de se retirar as suas sobreposicoes
(compensacdo) antes das analises. A realizacdo desta compensacdo manual é

muito trabalhosa foi entdo, que, Loken desenvolveu a compensacgéo eletronica. A
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compensacdo fundamentava-se no controle do ruido eletrbnico gerado pelos
corantes, ao serem excitados pelo laser e gerando vazamento em outro canal de
deteccao. Este problema foi sanado acoplando parte de sinais de fluorescéncia para
um canal acessorio (LOKEN, 1977). O alto potencial de aplicacdo da citometria de
fluxo fez com que mais um equipamento chegasse ao mercado. A Coulter Eletronic,
empresa fundada pelos irmaos Wallace e Joseph Coulter em 1958, iniciou em 1977
a comercializacdo do seu primeiro citdbmetro de fluxo separador, Electronically
Programmable Individual Cell Sorter — EPICS (COULTER, 1970).

O acesso a esta tecnologia trouxe novas possibilidades de uso Aos citbmetros de
fluxo. InUmeras técnicas comecaram a ser testadas aplicando a citometria de fluxo,
dentre elas o uso do Alaranjado de Acridine e RNase para caracterizar as fases do
ciclo celular, utilizando o equipamento Cytofluorograf (DARZYNKIEWICZ et al.,
1977). Microesferas foram utilizadas em citometria de fluxo pela primeira vez no
FACS-II por David R. Parks e Herzenberg em 1979. Estas microparticulas eram, até
entdo, aplicadas em microscopia eletrénica de varredura (SEM) (PARKS et al.,
1979).

Visser, em 1979, desenvolveu uma técnica especifica para determinacdo do pH
intracelular, que determina a possibilidade do transporte transmembrana (VISSER et
al., 1979) e Michael Andreeff, em 1980, utilizou pela primeira vez a citometria de
fluxo como método para classificagcdo de leucemias pelo nivel de ploidias, a
distribuicdo entre células normais e leucémicas em todas as fases do ciclo celular e
comparacao das medianas de fluorescéncias entre RNA e DNA, aquisicao realizada
no equipamento FC200 (ANDREEFF, et al. 1980).

A adaptacdo da citometria de fluxo a metodologias e reagentes, até entdo existente,
tornava-se cada vez mais comum. Neste momento mais um fluoréforo foi adaptado a
citometria de fluxo, o corante extraido de algas e cianobactérias com grande
capacidade de absorcéo de luz. Este trabalho foi desenvolvido por Vernon T. Oi,
enquanto fazia seu pds-doutorado no laboratério de Herzenberg e publicado em
1982. Nele foram descritas as propriedades das ficobilinas que foram conjugadas a

uma proteina com atividade biologica. A partir deste composto derivou-se Varios
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outros fluorocromos utilizados posteriormente como a R-Phycoerytrina (R-PE) e a
Aloficocianina (APC) (Ol et al., 1982).

Seguindo a linha de estudo de Gray, 1975, que empenhava-se na cariotipagem por
citometria, Weller e Wheeless associaram a técnica de “slit-scan” de analise
bidimensional por microscopia, técnica desenvolvida por Cambier, 1979, que
analisava as células com anormalidades nucleares em estudo citopatolégico com a
citometria de fluxo, utilizando o sistema de focalizagdo hidrodindmica a fim de
estabilizar a leitura e aumentar o numero de células analisadas por segundo
(WELLER, 1982).

Novos fluoréforos foram desenvolvidos com o aumento do numero de laseres
instalados no citdmetro. Os corantes R-PE e APC foram criados por Oi e
colaboradores, em 1982, e patenteados posteriormente por Lubert Stryer em 1983
no United States Patents Office, publicado sob o nimero US4542104 A de 17 de
Setembro de 1985, sendo que os detentores de uso desta tecnologia eram The
Board of Trustees of the Leland Stanford Jr. Universidade de Stanford, Califérnia
(LUBERT, 1985).

Explorando ainda mais as possibilidades de aplicacéo da citometria de fluxo, Hedley,
em 1983, utilizou suspensédo de células tumorais extraidas de blocos de parafina
para andlise do conteddo de DNA no equipamento TPS-2 (HEDLEY et al., 1983).

A citometria de fluxo, com toda a sua potencialidade, passou a ser uma ferramenta
de interesse de varios fabricantes e as atualizacdes e novos modelos foram surgindo
guase que anualmente. Junto com ela, outros setores estavam diretamente ligados a
esta tecnologia, por exemplo, a biotecnologia e a informatica, pois para cada
modificacdo sofrida exigia-se um computador, softwares de aquisicdo e analise de
alta eficiéncia, capazes de captar, processar e armazenar todas as informacdes
produzidas. A fim de dirimir este inconveniente, MURPHY e seus colaboradores em
1984, propuseram um padrédo de arquivo de dados, que seria a extensdo FCS.1.0,
reunindo varios algoritmos gerados no momento da aquisicdo, que enfim, poderiam

ser avaliados em outros sistemas operacionais.
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O desenvolvimento computacional dos citbmetros e, principalmente, a capacidade
de analise em uma uUnica célula de multiplos parametros e com menor interferéncia
de autofluorescéncia incentivou a busca de novos fluoroforos. Foi entdo que,
Southwick et al., 1990 introduziram o uso do isotiocianato (Cy) derivado dos
fluorescentes cianinos nas pesquisas por citometria de fluxo. Phillip Southwick, em
1990, publicou seu artigo utilizando carboximetilindocianina com afinidade por
proteinas ou a qualquer grupamento amina com emissao superior aos Cy. Este feito
abriu a possibilidade de uso para dupla marcacdo sem sobreposicbes de
comprimentos de ondas (SOUTHWICK et al., 1990).

Em 1991 Landsdorp e colaboradores, utilizaram um citémetro configurado com um
unico laser de Argbnio 488nm para detectar trés fluorescéncias, incluindo o novo
corante conjugado ao PE o cianina pentamentina (Cy5), funcionando por
transferéncia de energia entre eles e resultando em emissdo com maior intensidade
do que o PE (LANSDORP et al., 1991) .

Mujumdar e colaboradores, 1993, modificou os corantes descritos anteriormente
alterando seus grupos funcionais, neste caso, 0 éster succinimidilico com
capacidade de conjugacao variavel podendo ser excitado por um maior numero de
lasers podem ser utilizados em microscopia e em citometria de fluxo (MUJUMDAR et
al., 1993). Neste mesmo ano foi publicada, a primeira patente pelo United States
Patents Office, sob o nimero US5272354 A, de 21 de Dezembro de 1993, um
equipamento capaz de produzir imagens de particulas em fluxo, sendo que os
detentores de uso desta tecnologia eram Toa Medial Electronics Co., Ltd., Kobe,
Japao (KOSAKA, 1992).

Ger van den Engh, em 1994, introduziu o melhoramento da tecnologia de separacéao
celular no modelo MoFlo®, fabricado pela Cytomation, de alta velocidade de fluxo,
separando até 25.000 particulas por segundo, capacidade cinco vezes maior do que
0s modelos anteriores e o0 equipamento de escolha por sua alta capacidade de
separagao dos cromossomas no Projeto de Genoma Humano (SHAPIRO, 2003). A
ampliacdo do numero, modificagdo e refinamento do sistema de arrefecimento dos
lasers, assim como a expansado do sistema Optico, motivou o desenvolvimento de

outros fluoroforos em tandem com espectro de emissdo acima 700nm, mais
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eficientes para serem aplicados conjuntamente com o Aloficocianina (APC) e
ficoeritrina (PE). A construcdo destes corantes se deu a partir de 1996 por Roederer
e colaboradores, introduzindo os fluoréforos PeCy7, APCCy7 e PeCy5 (ROEDERER
et al., 1996).

Em apenas um ano a tecnologia evolui de tal maneira que ja era possivel detectar 8
fluorescéncias e 10 parametros no total, exigindo uma tecnologia computacional
ainda mais avancada que possibilitava a compensacao eletronica, uma vez que a
manual estava ficando quase inviavel de ser realizada. O equipamento utilizado foi
um hibrido que reunia as melhores tecnologias dos citdbmetros e separadores
celulares disponiveis para alcancar tal desempenho (ROEDERER et al., 1997).
Neste mesmo ano foi publicada pelo United States Patents Office, a patente “Uses of
Green-Fluorescent Protein (GFP)” sob o nimero US5491084 A de 13 de Fevereiro,
0 método para monitorar a atividade génica de células vivas que expressam esta
proteina foi desenvolvido por Chalfie Martin (CHALFIE MARTIN, 1996).

A proteina GPF, que é extraida da agua-viva Aequorea victori, foi primeiramente
purificada e descrita em 1962 por Shimomura et al. Amplamente utilizada em
técnicas de fluorescéncia, foi aplicada pela primeira vez em citometria de fluxo por
Anderson, M.T.e colaboradores em 1996, para detectar, distinguir e, principalmente,
guantificar genes mutantes que expressam esta molécula em seu DNA (ANDERSON
et al., 1996).

Bruchez JR., em 1998, infere a possibilidade do uso de quantum dots (QDs),
nanoparticulas semicondutoras com propriedades distintas, quando em estado
macroscopico a citometria de fluxo, pelo seu potencial de armazenamento de
energia, emissao sintonizavel, regulado pelo seu didmetro e excitagdo simultanea.
Todas estas qualidades conferem a estas nanoparticulas maior reprodutibilidade,
uniformidade e precisdo com discreta possibilidade de sobreposicdo quando

multiplexados para ensaios biologicos (BRUCHEZ JR., 1998).

A corrida pela introducdo de novos fluoréforos, melhores equipamentos, com
capacidade de deteccdo de mais de 10 parametros de fluorescéncia além das

informacdes fisicas e morfolégicas esta longe de se esgotar. Em 2001, Stephen C.
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Rosa e colaboradores, empregaram 11 fluorescéncias no equipamento desenvolvido
por ROEDERER M. (1997) e utlizaram o software Flowjo para analise e
compensacao em sua pesquisa e imunofenotipagem das respostas celulares frente
ao HIV (ROSA et al., 2001).

Pouco mais de 10 anos se passaram desde que, Tokihiro Kosaka e colaboradores
produziram o primeiro citbmetro de fluxo que capturava imagens de células em fluxo,
até que a patente depositada pela empresa Amnis Corporation, foi concedida. O
depésito foi realizado em 29/03/2000 no United States Patent, e publicado em
03/04/2001 sob o numero US 6211955 B1 (BASIJI et al.,, 2001). O equipamento
desenvolvido por David Basiji e Willian Ortyn, era capaz de captar imagens de
particulas raras em fluxo. A deteccdo e andlise destas particulas sé eram possivel
em um equipamento que agrupasse caracteristicas como, medicdo em alta
velocidade, processamento de elementos com grandes dimensfes, alta resolucéo
espectral, boa resolucdo espacial, alta sensibilidade e baixa variabilidade de
medicao (BASIJI et al., 2005) (Figura 9).

Figura 9: Amnis ImageStream® 100

Legenda: Cito®metro de fluxo com que gera imagens em tempo real das particulas adquridas. O Amnis
ImageStream 100 foi um equipamento comercializado em 2006. Fonte: (AMNIS, 2006)
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Em 2005 chegou ao mercado o COPAS™ BIOSORT System, dispositivo capaz de
analisar e separar particulas com grandes dimensdes, primeiramente descrito por
Galbraith D.W., 1992 e desenvolvido pela Harvard Bioscience, Inc., analisando gréos
de pdélen e embrides de Zebra Fish (Figura 10). Esta tecnologia tornou-se mais uma
ferramenta para quantificacdo do tamanho do genoma vegetal, analisando multiplos
eventos por segundos (BIOMETRICA, 2005).

Figura 10: COPAS™ BIOSORT System
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Legenda: O COPAS™ foi desenvolvido com base na citometria de fluxo convencional, entretanto esta
tecnologia possibiita a analise de particulas com dimensdes aproximadas de 40 a 1.200 pm. Fonte:
(BIOMETRICA, 2005).

Por ser ampla a diversidade do campo de aplicacdo da citometria, sua
contextualizacdo histérica apresenta-se extensa e variavel. O que pode ser

evidenciado nos esforgos para inserir o uso de nanomateriais em especial, os QD’s,
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no estudo de sequencias especificas do DNA por Wang, em 2006. A busca pelo
melhoramento desta tecnologia ndo parou por aqui e atualmente ainda héa
investimentos no melhoramento da capacidade de deteccdo, maior velocidade de
aquisicdo e prossessamento das informacdes adquiridas de modo o0 mais

automatizado possivel.

2.1.1.1 Conceitos em Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo baseia-se na aplicacdo de um feixe de luz de intensidade
constante incidente sobre uma particula em suspenséo de tamanho variavel de 0.5 ~
100 um, marcada com fluoréforo e transportada por solucdo isotbnica em fluxo de
focalizacdo hidrodinamica em equipamentos convencionais. O espalhamento de luz
esta relacionado diretamente com suas propriedades morfolégicas e estruturais e a
fluorescéncia emitida é proporcional ao comprimento de onda relacionado ao

fluoroforo ligado a particula em estudo ( BRAGA et al., 2016).

A amostra, em suspensdo, é colocada na porta de injecdo de amostra ((SIP) do
inglés sample injection port), em seguida o tubo é entdo pressurizado pela bomba
pneumatica impelindo as particulas para alcancarem a célula de fluxo ou camara de
focalizacdo hidrodinamica e, através do bico ejetor, essas particulas sédo conduzidas
e alinhadas pela solucdo de transporte do sistema para a regido onde ocorrera a
interceptacdo do laser sobre cada evento individualmente. A seguir, ao ser
interceptada pela fonte luminosa, a particula emite fluorescéncia em varios
comprimentos de ondas que sdo detectados e filtrados em seus respectivos
conjuntos de filtros e espelhos(BD BIOSCIENCES, 2016).

Em seguida, os sinais luminosos gerados sao convertidos em pulsos elétricos
amplificados e direcionados a placa analisadora da altura do pulso, gerando um
algarismo binario de altura proporcional ao pulso elétrico. O pulso gerado é
convertido em dados analégicos em equipamentos mais antigos, ou digitais, nos
citbmetros mais novos, e decodificados em software especifico, capaz de reproduzir
Grafico mono / biparamétrico, informacdes fisicas, quimicas e biologicas de cada

célula, em funcdo da intensidade de fluorescéncia e da luz dispersa. O
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espalhamento da luz frontal (FSC) revela principalmente o tamanho da particula,
entretanto, seu espalhamento de luz lateral (SSC) ou ortogonal € variavel,
acompanhando seu grau de complexidade interna e a intensidade de fluorescéncia
dos marcadores. O citbmetro é constituido por quatro elementos estruturais
principais: sistema fluidico ou hidrodindmico, sistema Optico, sistema eletrdnico e o
computacional. Sera apresentado a seguir, de maneira resumida, cada componente
e sua funcdo (BD BIOSCIENCES, 2016). O Esquema 1 representa um exemplo de

citbmetro de fluxo.

Esquema 1: Citbmetro de fluxo

Espelho '
Dicréico I
Célula \—
Filtro
Barra de

Fluxo de salina .
Obscurecimento

O, e —
po- v}?/ﬁg/k/w;,,;.;; P
oy - - ,_5;_/) I < &
Prossure i ol 7]
—
D

o

S

£J

v/

Amostra

Legenda: O sistema hidrodindmico responsavel por injetar a amostra e a solu¢do de transporte,
através do capilar de aspiracdo. O sistema optico com a fonte de excitagcdo e seus respectivos
detectores de espalhamento lateral e frontal. O sistema eletrénico converte os sinais de fluorescéncia
em pulsos elétricos e o sistema de computacional do citbmetro de fluxo. Adaptada de O’NEILL et al.,
2013.
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2.1.1.2 Sistema Fluidico

Controla o fluxo da amostra durante a analise. O sistema fluidico ou de focalizacao
hidrodinAmica € composto pelos subsistemas:

e Bomba de pressao (valvulas e restritores de fluxo)

e Porta de injecdo de amostras (SIP)

e Célula de fluxo

e Solugéo isotonica
O processo inicia no momento da conexdao do tubo contendo amostra na SIP
acionando a bomba de deslocamento positivo (BRASIL, 2013), ligada ao tanque de
salina, elevando sua pressao e, ao mesmo tempo, no tubo de amostra, é gerado um
vacuo impelindo-a através da agulha de aspiracado (revestida por solucéo isotdnica)
até alcancar a célula de fluxo. A célula de fluxo é o ponto onde ha convergéncia dos
laseres e encontra-se preenchida com solucao isoténica, igualmente pressurizada,
gue exerce tensdo sobre as particulas alinhando-as individualmente até o ponto de
interceptacao pelo laser e, por fim, &€ conduzido ao reservatorio de descarte. Caso o
equipamento seja um separador celular o fluxo sera direcionado aos tubos coletores
(BRASIL, 2013) (Esquema 2).

Esquema 2: Sistema fluidico
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Legenda: Estrutura do sistema de focalizacdo hidrodindmica de um citbmetro de fluxo. Adaptada de
BECTON, 2006.
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2.1.1.3 Sistema Optico

A parte Optica € composta pela fonte de excitagdo podendo ser uma lampada de
arco diodo ou laser, filtros 6pticos que atenuam uma faixa especifica de radiacao,
podendo ser band pass, short pass e de densidade neutra, utilizada para reduzir a
intensidade luminosa, os prismas para alinhar e filtrar interferentes no caminho do
laser e o sistema de coleta do espalhamento da luz, composto por lentes, espelhos,
filtros que direcionam os comprimentos de ondas para os fotodetectores,
transdutores de deteccdo Odptica, geralmente sao utilizados o fotodiodo e o tubo
fotomultiplicador. A eficiéncia do espalhamento de luz lateral e a de fluorescéncia
sao de baixa intensidade exigindo a presenca de um dispositivo capaz de amplificar
este sinal & uma escala entre 10° e 10’ do fator de multiplicacdo (NICHOLSON,
1974).

e Excitacéo
A Otica de excitagdo consiste em vérios lasers de comprimento de onda fixo,
separados espacialmente na célula de fluxo. Cada lente focaliza a luz do laser na
célula de fluxo da cubeta acoplada ao gel(BECTON, 2006).

e Emisséo do sinal de fluorescéncia
Os sinais de emissdo sao transmitidos da célula de fluxo para as matrizes do

detector que seréo filtrados do maior para 0 menor comprimento de onda conforme a

configuracédo de cada equipamento (BECTON, 2006).
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Esquema 3: Sistema 6ptico.
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Legenda: Sentido do caminho da luz no citdmetro de fluxo biparamétrico, apresentando o laser de
excitacdo, o sistema de deteccdo do espalhamento frontal, o de deteccdo do espalhamento lateral.
Adaptada de BECTON, 2006.

2.1.1.4 Sistema Eletronico

O sistema eletrdnico converte a poténcia luminosa gerada apos a interceptacdo do
laser sobre a particula que € proporcional as caracteristicas apresentadas no
momento da aquisicdo em sinal eletrébnico com alta impedancia de saida. A
digitalizacdo do sinal eletrénico pelo fotodetector que capta, convencionalmente, a
dispersédo luminosa frontal tem baixa amplitude que é resolvida pela presenca do
fotomultiplicador. Para que seja favoravel sua conversdo em sinal eletrénico a luz é
amplificada no fotomultiplicador (PMT) especifico para cada comprimento de onda

direcionado(BECTON, 2006).

2.1.1.5 Sistema Computacional

O sistema computacional coleta o sinal eletronico do fotodiodo e do fotomultiplicador
e os converte em dados digitais que possibilita sua analise em programas
especificos de analises(BECTON, 2006).
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2.2 Anticorpos

Os primeiros relatos quanto ao uso dos anticorpos (Ac) foram em 1830 por Behring e
Kitasato onde descreveram que proteinas especificas conferiam protecdo contra
substancias toxicas produzidas por bactérias (KANTHA, 1991). Paul Erlich em 1908
definiu pela primeira vez os receptores celulares, assim como, descreveu
detalhadamente as caracteristicas morfolégicas dos leucocitos As imunoglobulinas
(lg), mais conhecidas como anticorpos (Ac), sdo denominadas “G” por serem

encontradas na regido das globulinas em gel de eletrofose.

As imunoglobulinas séo glicoproteinas encontradas no plasma, saliva, lagrima, muco
e na superficie das células sendo as maiores responsaveis pela resposta imune no
organismo. As Ig’s possuem fungdes de ligacdo a um antigeno especifico e fungao
efetora sendo elas fixacdo do complemento e ligacdo a células especificas: fagocito,
linfécitos e basofilos (GARC, 2013).

As Ig’s sdo constituidas por duas cadeias leves do tipo A ou k idénticas (23kD) e
duas cadeias pesadas também idénticas (50-70kD), pontes dissulfeto, regibes
variaveis e constantes, regido da dobradica, dominios e oligossacarideos. As
imunoglobulinas podem ser dividas em 5 subclasses sendo diferenciadas pela
modificacdo da sequéncia de aminoacidos da sua cadeia pesada. A imunoglobulina
G possui cadeia pesada do tipo y, a IgM possui cadeia pesada do tipo u, a IgA
possui cadeia pesada do tipo a, a IgE possui cadeia pesada do tipo € e a IgD possui
cadeia pesada do tipo & (MOLINARO et al., 2009) (Figurall).
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Figura 11: Estruturas das imunogloblinas: 1gG, IgA, IgM, IgE e IgD.
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Fonte: (ROITT, 2018).

2.2.1 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo desenvolvidos em laboratério com especifidade para
um epitopo especifico do antigeno. Esta especificidade faz dos anticorpos
monoclonais os mais confiaveis para uso em imunodiagnostico e imunoterapias. Em
1975 Georges J. F. Koller e César Milstein produziram o0s primeiros anticorpos
monoclonais pela técnica de hibridizacdo. O processo de hibridizacdo consiste,
resumidamente, na fusdo dos esplendcitos de camundongos imunizados com
antigenos especificos com células plasmociticas tumorais. A partir deste modelo foi
possivel, também, desenvolver os anticorpos quiméricos que combinam em sua
estrutura, a constituicdo de uma porc¢éo variavel do anticorpo de camundongo e a
regido constante do antigeno (ROSALY et al., 2006). A producdo da variedade de
anticorpos comerciais utilizados em pesquisa, diagnéstico e imunoterapia €
baseadas no processo onde, linfocitos do tipo B sdo fundidos com células tumorais e
passam a produzir anticorpos especificos indefinidamente, e estas células sao

conhecidas como linfocitos imortalizados (ROSALY et al., 2006)(Esquema 4).
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Esquema 4: Processo de producao de anticorpos monoclonais
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Legenda: (1) Plasmdcitos tumorais séo inoculados no camundongo desencadeando a produgdo de
linfécitos B produtores de anticorpos anti-células tumorais. (2) Os esplenécitos tumorais do
camundongo séo coletados. (3) Linfécitos B séo cultivados em conjunto com plasmacitos tumorais
onde ocorre a fus@o produzindo hibridomas produtores de anticorpos. (4) Selecdo de hibridomas
produtores de anticorpos. (5) Hibridomas imortalizados produzem anticorpos indefinidamente, o
tempo médio de vida destas células em cultura sdo de 2 semanas. (6) Anticorpos monoclonais.
Fonte: REIS, 2019.

2.3 Cetuximabe breve histérico

A descoberta da glicoproteina conhecida como Eythroblastic Leukemia Viral
Oncogene Homolog (ErbB) ou fator de crescimento epidérmico (EGF) um dos
membros da familia de receptores de membrana, ocorreu em 1984 pelo médico
John Mendelsohn e seus colaboradores. Este grupo de pesquisadores foram

pioneiros no desenvolvimento de células secretoras de anticorpos monoclonais



49

guiméricos C225 ou cetuximabe (cMAb 225), que se ligam ao receptor EGF
(GOLDSTEIN et al., 2006). Este anticorpo é capaz de inibir o desenvolvimento de
células tumorais que expressam o EGFR em sua membrana. A patente deste
metédo de producdo de anticorpos foi registrada no United States Patents Office em
01 de Margo de 1984 e publicada em 24 de Julho de 1990 sob o numero
US4943533 A, sendo o detentor de uso desta tecnologia a Universidade da
Califérnia (MENDELSOHN et al.,1990).

Em 2004, foi aprovada a patente depositada pela empresa ImClone Systems
Incorporated, da medicagdo intravenosa cetuximabe, para imunoterapia de
pacientes com resultados positivos de tumores que expressam EGFR em suas
células (GOLDSTEIN et al, 2006).

Esforcos estdo sendo feitos desde em busca da melhor forma de estocagem
(MAHLER et al.,, 2005) e combinacfes de terapias a fim de tratar e aumentar a

sobrevida dos pacientes oncologicos.
2.4 Nanociéncia e Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia que permite a manipulacdo e fabricacdo de
materiais em escala nanométrica 10 metro. O conceito de nanoparticulas e sua
utilizacdo para entrega direcionada de farmacos foi inspirada no termo “Magic
Bullets” criado por Paul Ehrlich em 1913 (KREUTER et al., 2007). A denominagao
nanotecnologia surgiu, pela primeira vez em 1959, em uma reunidao anual da
Sociedade Americana de Fisica, onde Richard Feynman ministrou uma palestra
denominada “There’s Plenty of Room at the Bottom”, onde incentivava a
manipulacdo de materiais em escala atdmica (FEYNMAN, 1959). Esta caracteristica
proporciona grandes perspectivas para utilizacdo de nanoestruturas na area
biomédica (NARENDRA, 2016).

A nanobiotecnologia envolve o desenvolvimento de tecnologias como produtos
farmacéuticos e dispositivos eletrdnicos na, escala nanométrica, para diagnostico e
tratamento de patologias. A escala da nanotecnologia € definida pela Iniciativa

Nacional de Nanotecnologia dos Estados Unidos (NNI) para promover o
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desenvolvimento da pesquisa em nanotecnologia, como "ciéncia, pesquisa e
tecnologia, realizada em nanoescala” 1-100 nm (SAADEH et al., 2014). Uma
caracteristica marcante das nanoestruturas € conservarem a mesma constituicao
guimica do seu estado macroestrutural, porém com propriedades fisico-quimicas

distintas do material conhecido anteriormente (ZHANG, 2015).

A progressdo na ciéncia e na medicina foi marcada pela capacidade dos
pesquisadores de estudar e entender o mundo que nos rodeia em uma escala cada
vez menor. Nesse contexto, as primeiras nanoestruturas de acrilamida, ligadas a
polimeros de materiais biologicamente ativos, com o potencial de liberacéo
prolongada de antigenos, foi desenvolvida em 1969 por Jorg Kreuter e
colaboradores e sua patente foi concedida em 26 de Maio de 1981 no United States
Patents Office sob o nimero US4269821, mostrando-se uma tecnologia promissora
na substituicdo dos adjuvantes utilizados até entdo (KREUTER, 1995). Mesmo
sendo tdo promissor 0 uso das nanoparticulas na area biomédica sua aplicabilidade
ainda é contestada por ndo haver uma metodologia capaz de identificar a
localizacdo das nanoparticulas nos compartimentos celulares(CANCINO et al.,
2014).

Grande foram os esforcos da equipe do pesquisador Gerd Binning Rohrer,
conhecido como o pai da nanotecnologia, por desenvolver um dispositivo capaz de
identificar estas nanoestruturas. Em 1982 foi concedida a patente US4343993A pelo
escritorio United States Patents do microscopio de varredura e tunelamento (STM)
gue revolucionou a area de nanotecnologia. O uso das nanoparticulas para fins
teranostico, onde nanomaterial aplicado servird para o tratamento especifico e
direcionado de doencas, a partir do diagndstico especifico da patologia. Esta
metodologia vem sendo introduzida gradativamente em centros de tratamento
oncoldgico (CHO et al., 2008).
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2.4.1 Breve histérico sobre a nanotecnologia no Brasil

As pesquisas em nanotecnologia no Brasil vém sendo produzidas desde a década
de 1990, conforme publicacbes registradas na plataforma de periédicos da
CAPES/MEC. Em 2001 o conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico, investiu financeiramente pela primeira vez no desenvolvimento da area
de nanotecnologia contribuindo assim o crescimento dos trabalhos neste campo
(PLENTZ et al.,2013).

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunica¢des (MCTIC) compds o
grupo responsavel por preparar o Programa Nacional Quadrienal de Nanotecnologia
através da portaria MCT n° 252, de 16 de Maio de 2003. Para garantir a capacitacao
dos setores com grandes possibilidades de desenvolvimento tecnologico (MCTIC,
2003).

Os investimentos em nanotecnologia incentivaram fortemente o desenvolvimento de
produtos nesta &rea assim como o crescimento do numero de publicagbes. O
depdsito da primeira patente brasileira na area de nanotecnologia ocorreu em 2004,
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), de um produto cosmético ou
farmacéutico que possui em sua composicdo nanoparticulas poliméricas
(CABALLERO et al., 2006). Em 19 de Agosto de 2005 foi lancado pelo presidente
Luiz Inécio Lula da Silva, o Programa Nacional de Desenvolvimento da Nanociéncia
e da Nanotecnologia, com o objetivo de incentivar o desenvolvimento de novos

produtos e ampliar as pesquisas ha area nanotecnologica e (PLENTZ et al.,2013).

A producdo cientifica na area de nanotecnologia no Brasil aumentou mais de 50
vezes entre os anos de 1997 e 2012, conforme € demonstrado pelo site do Web of
Science assim como o numero de patentes depositadas Por se tratar de uma area
promissora, e 0s resultados positivos produzidos neste periodo favoreceram a
criagdo em 2012 do Sistema Nacional de Laboratérios em Nanotecnologias
(SisNANO). Este sistema foi instituido pela portaria MCTI n°245, de 05 de abril de
2012, com o objetivo de gerir e promover o desenvolvimento do campo da

nanotecnologia no Brasil.
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Os esforgcos do Brasil para fortalecer os investimentos para o desenvolvimento
cientifico avancou, com a instituicdo da Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia (IBD)
em 2019 (MCTIC, 2019). Neste mesmo ano foi inaugurada a sede do Centro de
Tecnologia em Nanomateriais e Grafeno (CTNano) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), no Parque Tecnolégico de Belo Horizonte (BH-TEC). O
centro tem como objetivo promover o desenvolvimento de pesquisas, produtos e

servigos, assim como a transferéncia de tecnologias na area nanotecnoldgica.

Toda dedicacdo em promover acdes que busquem investimentos, regulamentacao e
ampliacdo do setor nanotecnolégico no Brasil, tem proporcionado crescimento
cientifico e tecnologico de maneira gradual que podem contribuir para a economia

do pais.

2.4.2 Nanoparticulas de ouro

A historia da descoberta do ouro ainda ndo estd bem definida, estudiosos do
assunto relatam que seu primeiro uso data-se de cinco mil anos atrds na Bulgaria e
0 ouro em seu estado nanoparticulado foi utilizado pela primeira vez pelos chineses
e pelos egipcios na antiguidade para fins terapéuticos e ornamentais
(BOISSELIERet al.,, 2009). Um dos exemplos mais documentados de
nanotecnologia da histéria sdo os vitrais medievais. A caracteristica coloracéo
vermelha do ouro (resultado da reducéo do tetracloroadrico com fosforo branco em
uma mistura de &agua bifasica e dissulfeto de carbono) em seu estado
nanoparticulado, foi descrito por Faraday, em 1857 em seu artigo cientifico. As
nanoparticulas de ouro (AuNPs) em suspensao possuem dimensdes variaveis entre
1 e 100 nandmetros em pelo menos 50% da amostra e apresentam propriedades
como grande area superficial, efeito de confinamento quantico e ressonancia
plasmonica de superficie, espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS),
propriedades oOpticas nao-lineares (NLO) e efeito de carga quantizada (KLAR et al.,
1998; CAO et al.,, 2002; XIA et al., 2015; SHAHRIARI et al., 2010). Suas
propriedades podem ser controladas durante sua sintese e sua coloracdo esta
diretamente ligada ao seu tamanho. A Figura 12 apresenta o perfil de modificacdo

da coloracéo da solugdo com o aumento do tamanho das AuNPs.
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Figura 12: Escala de tamanho das AuNPs.

5nm ;

100 nm
Legenda: A modificac8o da coloragé@o caracteriza a modificagdo de tamanho das AuNPs durante o
processo de sintese. Imagem adaptada de nano Composix

O conjunto destas caracteristicas proporciona as nanoparticulas de ouro grande
potencial de aplicabilidade em diversas areas na biofarmacéutica, principalmente
pela sua biocompatibilidade. Explorando sua capacidade de fluxo através da
membrana pode ser utilizado para transportar medicamentos para 0 meio
intracelular e sua liberagdo controlada € considerada padrdo ouro em ensaios
biologicos de dose resposta estabelecido pelo Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia (NIST), por sua agdo antimicrobiana, na agricultura também funciona na
entrega de praguicidas, hormdnios e em adubacgéo, facilitando a absorcdo pelas
plantas, medicina diagnéstica, industria téxtil, biorremediacdo e painéis solares
(INGALE et al., 2013). Diversos processos de construcdo das nanoparticulas foram
propostos como, a quimica verde (Y.X. et al., 2011) usando agua mili-Q® HAUCl,, luz
branca e aminoacidos. O método Turkevich, onde a preparacdo da suspensédo de
nanoparticulas emprega o citrato de sédio com a funcdo redutora e estabilizante
afim de inibir a agregacédo do metal da solucao (J. TURKEVICH, 1951). A descricdo
detalhada do processo utilizado para sintese de AuNPs deste trabalho sera

apresentado na secao de métodos.

Entretanto, vale ressaltar que Bokowskaja foi o primeiro a propor o citrato de sdodio
como agente redutor para preparo da nanoparticulas de ouro (BOKOWSKAJA,

1934) e que as demais rotas de sintese foram inspiradas nela.
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2.4.3 Ressonéancia plasménica de superficie localizada

A ressonancia plasmoénica de superficie localizada (Localized Surface Plasmon
Resonance, (LSPR)) é um fen6meno caracterizado pela oscilagdo coletiva de
elétrons ressonantes de um espectro eletromagnético especifico na superficie das
nanoparticulas. Esta oscilacdo acontece em razdo do deslocamento das cargas das
nanoparticulas em direcdo oposta as das cargas do campo eletromagnético da onda
incidente, gerando um dipolo elétrico na superficie das particulas. O deslocamento
das cargas gera a formacdo de um campo restaurador das particulas
restabelecendo o equilibrio das cargas que foram distorcidas durante o processo. O
acoplamento da restauracdo do campo magnético e do dipolo elétrico gera a
ressonancia plasménica (CHANG et al., 2012). A capacidade de absorcdo maxima
de energia luminosa pelas nanoparticulas quando irradiadas por uma fonte é

proporcionada por este fenbmeno (Figura 13).

Figura 13: Representacdo grafica do fendmeno ressonéncia plasménica de superficie localizada.

t

Lyt !

Legenda: Deslocamento das cargas das nanoparticulas para regido opsota a do campo
eletromagnético. Fonte: OLSON et al., 2015 .
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2.4.4 Nanoparticulas de ouro para aplicacdo em nanomedicina

Existe um elevado potencial de uso nas AuNPs em aplicacdes biomédicas tais como
o melhorando da deteccdo do sinal em exames de imagens, aumentando a
sensibilidade da captacdo dos sitios de ligacdo dos anticorpos, em imunoterapias
preservando as células normais. Estas qualidades fazem da nanomedicina um novo
campo a ser explorado na busca da melhoria da qualidade de vida e na reducdo dos
efeitos colaterais dos farmacos utilizados em diversas terapias de uso continuo ou
em fase aguda de diversas patologias (Esquema 5) (GARCIA, 2014).

Esquema 5: Nanocomplexo AuNPCet 4z com fungéo terandstica

. AuNPCet|gG

Blogueio da

; y Auséncia de genes supressores
proliferacao celular

de tumores que inibem o
crescimento celular

Legenda: O nanocomplexo se liga ao receptor EGFR da A431 bloqueando a proliferacdo celular.
Fonte: Adaptado Instituto Vencer o Cancer
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2.45 Estudos de Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade do material utilizado durante as pesquisas bioloégicas &
essencial para garantir sua seguranca em aplicacdes clinicas ou cosméticas. A
Organizacéo Internacional de Normalizagdo (ISO 10993-5) preconiza 3 testes para
avaliacdo da citotoxicidade em testes biologicos. O teste de extracdo, o teste de
contato direto e o teste de contado indireto (CSA, 2009). Utilizamos neste trabalho o

teste de avaliagédo da viabilidade celular pela internalizacéo do iodeto de propideo.

2.4.5.1 Teste de citotoxicidade por contato indireto

A difusdo em meio agar foi empregada por Wallace L. Guess que propds
inicialmente o teste de citotoxicidade em meio liquido. Mas pela limitacdo da técnica
gue nao apresentava eficiéncia para materiais com densidades e composicdes
diferentes, ele realizou adaptacdes a fim de torna-la mais eficiente. Wallace L.
Guess utilizou um meio sdlido para aplicar o material em estudo, o qual apresentava
maior estabilidade para diferentes tipos de materiais (GUESS et al., 1965). Esta
metodologia é semi-quantitativa e o grau de morte € medido pela formacédo do halo
em volta do material em estudo, uma vez que as células mortas nao internalizam o

corante do meio.

2.4.5.2 Teste de citotoxicidade por extracao

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina),

utilizado para avaliar a viabilidade de células em cultura. E um método colorimétrico
gue correlaciona a quantidade de cristal de formazan, resultante da reducédo do
tetrazdlio MTT ao numero de células vivas na cultura. Esta reducéo é resultado da
atividade mitocondrial, as células mortas ndo reagem a este sal (MOSMANN, 1983)
(LI et al., 2015).
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2.4.5.3 Teste de citotoxicidade por contato direto

O ensaio de contato direto baseia-se na extracdo de produtos quimicos lixiviaveis do
material em estudo para o meio de cultura celular. A inibicdo do crescimento celular
assim como a alteracdo da sua morfologia indica o grau de toxicidade do material (LI
et al, 2015).

2.4.5.4 Teste de citotoxicidade pela internalizacdo do iodeto de propideo

O teste de viabilidade celular realizado com lodeto de Propideo (PI) é uma
alternativa rapida e segura para quantificar o numero de células viaveis e inviaveis
no meio de cultura celular. Este método baseia-se na internalizacdo do Pl em células
gue apresentam danos na membrana celular em que o corante internalizado se liga
as bases nitrogenadas (DARZYNKIEWICZ, Z. et al., 1992).

Os testes de citotoxidade devem ser realizados como teste piloto para avaliar a
aplicabilidade do biomaterial proposto. E uma ferramenta que atesta principalmente

a seguranca do uso deste material in vivo.

2.4.6 Nanoparticulas de ouro e estudos de citotoxicidade

A medicina tem grande interesse no uso das nanoparticulas em terapias e
diagndstico, para isto € necessario que estes nanomateriais demonstrem alto grau
de confiabilidade e seguranca em sua administracdo. Diante disto a preocupagao
com o seu grau de toxicidade e biocompatibilidade destes nanocomplexos devem
ser rigorosamente estudadas. Ensaios de citotoxidade in vitro sdo uma metodologia
relativamente simples e eficiente de se caracterizar o potencial toxico do
nanoconjugado em estudo (KENNEDY et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Anticorpos

3.1.1 Primérios: Cetuximabe e anti-CD44

O cetuximabe é um imunoterapico formado por um anticorpo monoclonal quimérico,
mouse anti-human, este por sua vez, reconhece e se liga ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor - EGFR) que é
superexpressado em carcinomas epiteliais. A ligacao deste anticorpo ao receptor de
membrana faz com que as células tumorais parem de receber sinalizacdo para
proliferacéo impedindo sua disseminacao (AGENCY, 2014). O anticorpo monoclonal
anti-CD44 reconhece e se liga uma glicoproteina de membrana envolvida em
interacdes célula-célula, adesdo, migragdo celular e uma das suas funcdes celulares
seria a ativacdo da metastase de tumores. Os anticorpos primarios cetuximabe 0,5
mg / mL, (Erbitux, Merck, Alemanha) e o anticorpo monoclonal anti-CD44 purified
mouse anti-human, 1 mg / mL, (BD Horizon™) foram utilizados para a

funcionalizagdo das AuNPs.

3.1.2 Secundarios: Alexa fluor 488yc , Pe-CF594,4c , Alexa fluor 647,4c e Alexa
fluor 555IgG

Os anticorpos secundarios se ligam diretamente aos anticorpos primarios que
encontra-se ligados ao antigeno alvo na célula. Para deteccdo da ligacdo do
anticorpo primario Cetgys foi utilizado o anticorpo secundario Alexa Fluor®488
(AF4884c) goat anti-human IgG H&L (Molecular Probes, USA) e para deteccédo do
CD44,4 foi utilizado o Pe-CF594 (Pe-CF594,4c)Rat Anti-Mouse IgG; (BD Horizon™
0.2mg/mL) . Para o teste de especificidade de ligacdo utilizamos os anticorpos
secundarios anti-lgG; Mouse Alexa Fluor 647 (AF 647) (Invitrogen) e anti-IgG;
Mouse Alexa Fluor 555 (AF555) (Invitrogen).
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3.2 Sintese das Nanoparticulas de Ouro (AuNPSs)

A metodologia utilizada para a sintese de nanoparticulas foi previamente descrita
com discretas modificagdes por TURKEVICH, em 1951 e FRENS, em 1973 usando
solucdo de 2,5 x 10™ mol / L de &cido tetracloroatrico (HAuCl4) preparado no
Laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica da UFMG conforme o
protocolo de MORITA et al.1972, por métodos quimicos umidos com citrato
trissédico 1% (Sigma-Aldrich, EUA) como agente redutor e surfactante. Todas as
vidrarias foram previamente ambientadas com agua régia (1:3 &cido cloridrico e
acido nitrico) a fim de se prevenir qualquer tipo de contaminacéo. Posteriormente,
foram acrescentados, de uma s6 vez, 5 mL de citrato trissodico (NazCsHs07) 1 % ,
250 pL de HAuCIl, 500 uM a 50 mL agua Mili-Q ultra filtrada aquecida, a 80°C

mantida em agitagcao vigorosa e constante.

Esquema 6: Sintese das nanoparticulas de ouro

(;itrato trissodico
Acido cloroaurico
M Nanoparticula de QOuro

8o°C

Na;CE.H_:,O? HAu C|4

Reis,D.S. 2019

Refinamento da metodologia de Turkevich 1951 e Frens 1973
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Quando todo ouro da solucdo é reduzido observa-se a mudanca de coloracdo de
amarelo translicida para cor vinho (Esquema 6). Neste momento, ha formacéo das
AuNPs e o aquecimento é cessado deixando-a esfriar a temperatura ambiente e
armazenado em frasco ambar a 4°C. A observancia rigorosa do protocolo garante a

sintese padrdo com tamanho médio de nanoparticulas entre 10 e 50 nm.

3.2.1 Absorbancia por espectroscopia no ultravioleta visivel

A espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis) foi utilizada para confirmar a
formacdo das AuNPs. Para a obtencdo dos dados de absorbancia do material
sintetizado foram utilizados os espectrofotometros de leitor multimodal de varredura
espectral Rayleigh Vis e Varioskan Flash (Thermo Scientific). A leitura foi realizada
nos comprimentos de ondas compreendidos entre 200 a 800 nm, utilizando
microplacas de quartzo de 96 pocos Costar®. Os resultados foram apresentados por
meio de Gréficos de absorbancia por comprimento de onda (nm) gerado pelo

software Origin 8.0.

3.2.2 Microscopia eletrénica de transmisséo

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) foi utilizada para analise da forma,
tamanho médio e dispersdo das AuNPs. As amostras foram analisadas no Centro de
Microscopia da UFMG (CM-UFMG), com o auxilio de um microscépio modelo
Tecnai™ G2 12 — SpiritBiotwin FEI em sua resolucdo maxima de 120kV. Para
preparacdo das amostras 10 pL da suspensdo de AuNPs puras foram instilados
sobre a grade de cobre revestida com carbono do tipo holey carbon films (400 mesh)
Pelco® e secas a temperatura ambiente. Para a andlise da especificidade de ligacédo
do nanocomplexo AuNPCetyc aos receptores de membrana do EGFR das células
A431 utilizamos a MET Neste experimento utilizamos placas de 6 pogos contendo
3x10° células (A431) por poco, mantidas em estufa com umidade relativa de 90% a
37°C sob 5% de CO; deixadas crescer por 24h antes da adicdo do nanocomplexo.
Em seguida foram adicionados 16 pg / mL do nanocomplexo AuNPCetyc e
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permaneceram incubadas por 60 minutos mantidas em estufa com umidade relativa
de 90% a 37°C sob 5% de CO,.

Em seguida as células foram lavadas uma vez com 1 mL tamp&o fosfato salino
(PBS) 1X, para remogao dos nanocomplexos nado ligados aos receptores de
membrana. As células foram centrifugadas a 1200 RPM por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Apd6s a lavagem 4 mL de
glutaraldeido (2,5%) foram adicionados e incubados por 60 minutos em temperatura

ambiente.

As células foram centrufigadas novamente, o sobrenadante contendo a solucdo
fixadora foi retirado e adicionado 1 mL PBS 1X. Em seguida nova centrifugacao foi
realizada para sedimentacao e formacao do pellet. Este material foi encaminhado ao
Centro de Microscopia da UFMG para preparo das amostras para MET As amostras
foram incluidas em parafina, os cortes realizados por microtomia e em seguida a sua
contrastacdo. As amostras foram fixadas novamente com 1 % de tetroxido de 6smio
em tampédo cacodilato de sddio, lavadas com maleato e marcadas com 0,5 % de
acetato de uranil em tampéo de maleato. As amostras foram lavadas e em seguida
as células foram desidratadas em uma série graduada de etanol (70, 80, 90 e 100%)
por 30 minutos cada um. ApoOs ressuspender o sedimento celular e inserido em
resina EPON™ para microtomia. As seccdes de 200nm foram colocadas em grade
de cobre revestida com carbono do tipo holey Carbon Films (400 mesh) Pelco®.

3.2.3 Espalhamento dinamico de luz

A metodologia de espalhamento dinamico de luz (DLS) proporciona determinacdo do
diametro hidrodinamico das particulas em suspenséao pelo espalhamento de luz pelo
movimento browniano das particulas em suspensdo. Esta movimentacao € resultado
do choque das moléculas da solucdo com estas particulas resultando em no
espalhamento da luz com intensidades diferentes. A oscilacdo dessas intensidades
proporciona a caracterizacdo do tamanho em razdo da sua velocidade de
movimentac&do no meio e pode ser calculado utilizando a relacédo Stokes-Einstein. O

movimento browniano é dependente diretamente do tamanho da particula, quanto
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maior a agitacdo menor é o didmetro e, sua densidade no meio e a temperatura,
alteram a viscosidade do fluido alterando, também, o seu movimento (BROWN,
1828). Através desta metodologia também é possivel determinar o indice de
polidispersividade (Pdl) calculado pelas médias da intensidade do sinal de disperséo
do tamanho e da largura das particulas presentes na suspensao (Malvern, 2004).

Utilizamos esta técnica por gerar resultados mais representativos para particulas
esféricas e com alta concentracao, fornecendo resultados de tamanho, concentracao
de particulas e se ha agregacao de particulas em uma mesma amostra. Assim como

obter no mesmo equipamento o valor absoluto do potencial zeta.

3.2.4 Espectroscopia de absorcéo atdmica

A espectroscopia de absorcao atdbmica (EAA) é uma técnica que permite quantificar,
com alta precisdo, a concentracdo de particulas em uma amostra. Essa
determinacdo € realizada, baseada na quantidade de luz que os &atomos livres
absorvem e os comparando com uma curva de padrbes previamente conhecidos.
Neste trabalho utilizamos a técnica EAA de forno de grafite (Hitachi Atomic
Absorption Spectrophotometer, modelo 8200 (Hitachi Japan)), onde, a chama (de ar,
acetileno ou 6xido nitroso e acetileno) € substituida por um tubo de grafite aquecido
eletromagneticamente (DCTECH, 2019).

3.2.5 Potencial Zeta (Q)

A determinagéo do potencial zeta dos nanocomplexos AuNPCet;;c € AUNPCD44 4G |
foi realiza, no equipamento Zetasizer Nano ZS90 — Malvern Panalytical sob o angulo
de disperséo de 173° a temperatura ambiente, laser padrédo vermelho de excitacédo
He-Ne, 4.0mV, 633 nm foi usado para determinar a mobilidade eletroforética das
particulas utilizando os principios do espalhamento dindmico de luz. O analisador
Zetasizer calcula o valor do potencial zeta (também chamado Dzeta) do movimento
de particulas com superficies carregadas, em relacdo a um liquido estacionario, por
efeito de campo elétrico estacionario conhecido como mobilidade eletroforética,

usando a equagéo de Smoluchowski, ou seja,
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g=pn/e
onde:
¢ € o potencial zeta, y € a mobilidade eletroforética, n é a viscosidade absoluta da
solucao e ¢ é a constante dielétrica do solvente. O potencial zeta das nanoparticulas

foram estimados trés vezes simultanemente e em triplicata de amostras.

3.3 Bioconjugacdo e Caracterizagdo das nanoparticulas de ouro com o0s
anticorpos primarios cetuximabe e o anti-CD44

3.3.1 Bioconjugacdo das nanoparticulas de ouro com anticorpos primarios

A estratégia utilizada neste trabalho para bioconjugacdo ou funcionalizacdo das
nanoparticulas foi a adsorgao ibnica que ocorre em um pH de complexacéo proximo
ao ponto isoelétrico do anticorpo e a carga das AuNPs. O pH da solucdo das AuNPs
foi ajustado para o pH de complexagdo de aproximadamente 8,5 que é o ponto
isoelétrico do anticorpo cetuximabe, usando K3;CO3; 1M. Em seguida as AuNPs foram
funcionalizadas. O nanocomplexo baseado em AuNPs e cetuximabe foi obtido
adicionando-se 20 uL de cetuximabe que corresponde a concentracao de 50 pug em
2 mL de AuNPs (16ug / mL). A obtengdo do nanocomplexo formado pelo anticorpo
monoclonal anti-CD44,4c. O pH foi ajustado para 10 que € o ponto isoelétrico da
molécula. Foi adicionado 1 pL de anti-CD44 que corresponde a 1 ug de anticorpo em
500 pL de solugéo de AuNPs (16 pg / mL).

Apo6s a obtengdo dos nanocomplexos AUNPCet g € AUNPCDA44,4, foi adicionado as
solucdes, albumina de soro bovino (BSA) (Milipore, EUA), a uma concentracéo final
de 1% (v/v) sob homogeneizagdo continua a temperatura ambiente durante 30
minutos com o propdsito de se bloquear os anticorpos que ndo foram ligados as
nanoparticulas. Em seguida, a solucéo foi centrifugada no equipamento Eppendorf
AG- 5430, a 15000 RPM durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

pellet foi ressuspendido em agua ultrapura estéril e realizada a caracterizacao fisico-
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guimica do material por UV-Vis, potencial zeta e fluorimetria. As amostras foram

mantidas a 4°C em frascos ambar

3.4 Fluorimetria
A fluorimetria € um método que determina, quantitativa e qualitativamente, a
fluorescéncia emitida por um material. A determinacdo da emissédo de fluorescéncia
das suspensdes de AuNPs 16 pg / mL, nanocomplexos AuNPCetys (nanoparticulas
de ouro 16 pg / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL, AuUNPAF4884c.
nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo secundario AF4884c dilui¢céo 1 : 400
ML, AuNPCet,cAF488,c (nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo primario
cetuximabe 50 pg / mL + anticorpo secundario AF488,4s (1:2000 pL)), AUNPCD44,yc
(nanoparticulas de ouro 16 pg / mL funcionalizadas com o anticorpo primario anti-
CD44 1 pg (1 : 500 pL)), AuNPPe-CF594,4c (nanoparticulas de ouro 16 pg / mL
funcionalizadas com o anticorpo secundario PeCF594,4c 0,1 pg (1 : 2000 pL)) e o
nanocomplexo AuNPCDA44,,cPe-CF594,,c (nanoparticulas de ouro 16 pg / mL
funcionalizadas com o anticorpo primério anti-CD44 1 pg (1 : 500 pL) e marcadas

com o anticorpo secundario Pe-CF594,46 0,1 pg (1 : 2000 pL)).

Todas as amostras foram homogeneizadas, continuamente, a temperatura ambiente
ao e abrigo da luz, por 30 minutos. As amostras foram medidas no determinagéao dos
resultados foi realizada no espectrofotémetro Varioskan™ Lux Reader (Thermo
Fisher Scientific) leitor multimodal de varredura espectral, faixas dos comprimentos

de ondas selecionadas 490 - 612 nm.

3.5 Experimentos in vitro

3.5.1 Linhagem celular

A amostra celular utilizada durante os experimentos foi a linhagem celular de
carcinoma de células escamosas humano imortalizadas (A431). Essas células foram

obtidas da American Type Culture Collection (ATCC).
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3.5.2 Manutenc¢éo da linhagem celular

Para os testes de especificidade de reconhecimento do nanocomplexo AuNPCetyc
ao receptor transmembrana EGFR, foi utilizado na cultura o meio sintético com altas
concentragfes de aminoacidos e vitaminas. Este meio é conhecido como Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) alta glicose, contendo 1mM de piruvato de sodio da
Gibco (Grand Isknd, NY), suplementado com 5% de soro fetal bovino (v/v) da
Biotecnologia LGC (Cotia, SP, Brasil). As células foram cultivadas em frasco de
cultura modelo T25 e as placas de 96 pocos foram adquiridas da empresa Kasvi
(Séo José dos Pinhais, PR, Brasil) e mantidas em incubadora com umidade relativa
de 90% a 37°C sob 5% de CO..

3.5.3 Tripsinizagao das células

As células A431 possuem caracteristica de serem aderentes. Dessa forma, ha
necessidade de utilizar uma solucdo enzimética que, por hidrélise, rompe as
ligagbes peptidicas formadas entre as células e a superficie do frasco de cultura.
Antes da tripsinizacédo todo meio de cultura foi removido e as células lavadas com 5
mL de PBS 1X. Em seguida 0,5 mL de tripsina (Tripsina 0,25% Gibco® NY, EUA)
foram adicionados. As células foram incubadas por 15 minutos na incubadora a
37°C e 5%Co,. Apds o tempo de pausa o frasco foi levado ao microscopio de
contraste de fase invertida (Leica DMIL), para avaliar se as células foram
devidamente desaderidas, a fim de neutralizar a acdo da tripsina foram adicionados

5 mL de meio DMEM completo.

3.5.4 Citometria de Fluxo

3.5.4.1 Ensaio de Viabilidade

O lodeto de Propideo (PI) é uma sonda fluorescente que tem afinidade por acidos
nucléicos. O dano na membrana favorece a entrada do corante Pl intercalando-se

entre as bases nucleotidicas Adenina-Timina. A preparacdo das amostras para o
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teste de viabilidade consistiu em adicionar 1 pL de Pl (50 mg / mL) a 1 mL de
solucdo PBS 1X contendo uma concentracdo celular ajustada para 100 mil células /
mL por 5 minutos. Posteriormente, a aquisicdo dos dados foi realizado no citdmetro
de fluxo FACScan™ BD Biosciences, EUA, laser Argonio 15 mW, 488 nm excitacdo
e emissdo em 564 a 606 nm. O total de eventos armazenados foram 10 mil células
dentro da populacdo total de A431. Os ajustes dos controles negativos foram
realizados com células ndo estimuladas, previamente, com AuNPs e marcadas com
o PI. O painél construido para aquicdo dos dados foi a partir de um grafico FSC x
SSC. Em seguida foram delimitadas as populacfes de interesse a partir deste
grafico, armazenados 10 mil eventos para cada amostra. Para ajuste do
equipamento as células ndo marcadas foram utilizadas como controle negativo. As
células A431 nédo incubadas com AuNPs e marcadas com Pl foram utilizadas como
amostras controles. Para a interpretacdo dos dados foi utilizado o software FlowJo
10.0 para determinar as populagdes positivas e negativas para cada marcacdo e o

nivel de expressao de cada molécula em anélise.

3.5.4.2 Ensaio de Ciclo Celular

As células coletadas foram ressuspendidas em 1 mL de solucdo DMEM e sua
concentracdo foi ajustada para 100 mil células / mL. Em seguida a solucédo foi
centrifugada por 10 minutos a 1200 RPM. O preciptado foi ressuspendido em 1 mL
da solucédo fluorocrémica hipotdnica (HFS), contendo 50 pug / mL de iodeto de
propideo (PI) e 0,1% de Triton 1X-100 em citrto de sodio 0,1% e incubada a
temperatura ambiente por 60 minutos ao abrigo da luz. Apos o tempo de incubacéo,
a leitura realizada no citdmetro FACScan™ BD Biosciences, EUA, laser Argdnio 15
mW, 488 nm excitacdo e emissdo em 564 a 606 nm_Para interpretacdo dos dados

foi utilizado o software Flowjo V10.0 Grafico 13.

3.5.4.3 Imunofenotipagem

3.5.4.3.1 Deteccéao da amplificac&o do sinal de fluorescéncia
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Depois de serem coletadas da cultura, as células A431 foram incubadas
individualmente em tubo eppendorf por 60 minutos a 4°C com o0s anticorpos
primarios monoclonais reativos para moléculas de superficie Cetge 5 mg / mL e
com CD44i,c 0,5 mg / mL. As AuNPs puras 16 pug / mL e os nanocomplexos
AuNPCetjyc 50 pg / mL e AuNPCD44i,c 1 pg / mL, também foram incubados,
isoladamente, por 60 minutos a 4°C. ApoOs a incubacao as células foram lavadas
com PBS 1X. Em seguida, as células foram marcadas com os anticorpos
secundarios reativos para moléculas dos anticorpos primarios ligados a membrana
celular. As amostras contendo o cetuximabe foram marcadas com o anticorpo
secundario AF488,c e as amostras marcadas com o anti-CD44 receberam a
marcagdo do anticorpo secundario Pe-CF594,4c. Para comparar o aumento de sinal
de fluorescéncia duas diluicbes dos anticorpos secundarios foram escolhidas: a
indicada pelos fabricantes 1 : 400 pL e uma diluicdo de 1 : 2000 pL. Em seguida

foram incubados por 30 minutos a 4°C e ao abrigo da luz.

ApoOs o periodo de incubagédo as células foram lavadas com solugéo isotbnica e
centrifugadas a 1200 RPM e ressuspendidas em 200 pL de PBS1 X para aquisi¢céo
no citbmetro. As leituras das amostras foram realizadas no citdmetro, FACSCanto
II™ BD Biosciences, EUA, conFiguracéo 4-2-2, laser azul 488 nm, refrigerado a ar,
estado soélido 20mW, laser vermelho 633 nm, HeNe 17Mw, filtro e o laser violeta
405 nm, 30mW, acoplado a um computador com o software Diva. O painél
construido para aquicdo dos dados foi a partir de um Grafico gerado apds a
interceptacdo do laser na célula, a dispersdo frontal (Foward Scatter (FSC))
caracterizando o seu tamanho e a dispersao lateral (Sider Scatter (SSC)) caracteriza
a sua complexidade. Foram delimitadas as popula¢cdes de interesse a partir deste
gréfico, armazenados 20 mil eventos para cada amostra. Para ajuste do
equipamento as células ndo marcadas foram utilizadas como controle negativo e 0s
ajustes dos vazamentos de fluorescéncias foram cuidadosamente realizados antes
das aquisicbes das amostras. A interpretacdo dos dados foi obtida no software
FlowJo 10.0 para determinar as populacdes positivas e negativas, para cada

marcacao e o nivel de expressao de cada molécula em andlise.
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3.5.4.4 Citometria por imagem

As células A431 foram tratadas seguindo o protocolo de imunofenotipagem descrito
anteriormente e adquiridas no citdmetro de fluxo Amnis® ImageStream®* Mk I
Imaging Flow Cytometry (Merck, Alemanha). O ImageStream®* Mk apresenta as
seguintes especificacdes, 3 lentes com capacidade de aumento 20X, 40X e 60x, 7
laseres de excitacdo, 375 nm, 405 nm, 488 nm, 561 nm, 592 nm, 642 nm e 785 nm
este ultimo é o laser utilizado para gerar o sinal de espalhamento lateral (SSC)
(MERCK, 2016). Este equipamento é capaz de gerar 12 imagens simultaneas de
uma mesma particula. As aquisi¢des foram realizadas utilizando laser Argonio azul
488 nm, filtro 530 / 30 nm para as amostras de marcadas com CetgcAF488,4c € para
as amostras marcadas com o CD44,cPe-CF594,4c , foi utilizado o laser 568 nm,
filtro 616/23 nm. As andlises posteriores foram realizadas usando o software para

citometria e imagem FCS 6 Express Image Cytometry.

3.5.4.4.1 Marcacgéao nuclear para citometria de fluxo por imagem

e 4'6-diamidino-2-phenylindole — DAPI

O DAPI (Molecular Probes®) € uma sonda fluorescente que permite avaliar o nacleo
celular. O corante DAPI ao, alcancar o nucleo celular, se intercala entre as bases
nucleotidicas Adenina —Timina no acido desoxirribonucléico (DNA) e em Adenina-
Uracila no &cido ribonucléico (RNA) (CHAZOTTE, 2011).

As células coletadas foram ressuspendidas em 1 mL de solucdo DMEM e contadas
tendo sua concentracdo ajustada para 100 mil células / mL. Em seguida a solucdo
foi centrifugada por 5 minutos a 1200 RPM. O preciptado foi ressuspendido em 1 mL
da solucdo de marcacdo PBS 1x com 0,5 pL de DAPI e incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente. E os dados foram adquiridos utilizando o no citdmetro de
Amnis® Imaging Flow, laser Argénio 405 nm, e emissdo em 461 nm, As analises
posteriores foram realizadas usando o software para citometria e imagem FCS 6

Express Image Cytometry (Grafico 1).
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e Hoechst 33342

O Hoechst 33342 € uma sonda fluorescente que permite avaliar o nucleo celular e
mitocondrias (MIYAKE et al, 2011). As células coletadas foram ressuspendidas em 1
mL de solucdo DMEM e contadas tendo sua concentracdo ajustada para 100 mil
células / mL. Em seguida a solu¢éo foi centrifugada por 5 minutos a 1200 RPM. O
preciptado foi ressuspendido em 1 mL da solucédo de marcacdo PBS1 X com 0.5 uM
de Hoechst 33342 e incubada por 45 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Os dados foram adquiridos utilizando o no citdmetro de Amnis® Imaging Flow,
laser Argbnio 405 nm, e emissdo em 461 nm_ As analises posteriores foram
realizadas usando o software para citometria e imagem FCS 6 Express Image
Cytometry (Gréafico 1).

3.5.5 Estratégias para determinacdo das populacdes de interesse

As células analisadas por CFl foram identificadas, inicialmente, realizando-se a
selecéo total da populagdo em R1 como mostra o Grafico 1A. Em seguida foi feita a
selecdo no Gréfico de Area-M0O1 x Aspect Ratio M-01 para selecionar as singles
cells como mostra o Grafico 1B e histogramas de intensidade média de (IMF) para
células viaveis marcadas com DAPI como mostra o Grafico 1D e o nanocomplexo

AuNPCet4c arags marcadas com DAPI como mostra o Grafico 1C.
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Grafico 1: Estratégia de gate para aquisicdo do nanocomplexo AuNPCetlgG AF488IgG por CFI.
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Legenda: O painel A mostra a populacao total do estudo R1. O painel B mostra as células A431
analisadas dentro do gate indicando células individuais. O painel C mostra IMF das células A431
marcadas com nanocomplexo AuNPCet,; AF488,4c. nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo
priméario cetuximabe 50 pg / mL + anticorpo secundario AF488,4 diluicdo 1:2000 pL e os nucleos
marcados com DAPI e o painel D mostra a marcacéo nuclear das células A431 isoladamente. REIS,
2019.

As células analisadas por CFI foram identificadas, inicialmente, conforme descrito
anteriormente. Em seguida foi feita a selecdo no Grafico de Intensity MC X
Normalized Frequency para selecionar as populagdes ndo marcadas em R2, como
mostra o Grafico 2A e marcadas com CD44ygpe-CF594,4c € Hoechst 33342 em R1,

apresentado no Grafico 2B.
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Grafico 2: Configuragdes das imagens no nanocomplexo AUNPCD44,,; Pe-CF594,,c no equipamento
de citometria de fluxo com micoroscopia de fluorescéncia acopalada
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Legenda: O painel A mostra em R1 a populagdo de células A431(R1) marcadas e em R2 a pupulagéo
de células A431 ndo marcadas. O painel B mostra a IMF das células marcadas com o0 nhanocomplexo
AUNPCD44,4cPe-CF594,c : AUNPCD44,,cPeCF594,,c 1 : 2000 pL + Hoechst 33342: celulas A431
marcadas com o nanocomplexo AuNP 16 pg / mL + anticorpo primario anti-CD44 1 ug (1 : 500 uL) +
anticorpo secundario PeCF594,4c 0,1 pg (1 : 2000 pL) e o ndcleo marcado com o corante nuclear
Hoechst 33342. Fonte: REIS, 2019.

Estratégias de analise para marcagdo das fluorescéncias dos fluoréforos AF488,4c €
Pe-CF5944c. As células analisadas no citobmetro de fluxo FACSCantoll foram
identificadas, inicialmente, em time x SSC-A para verificar se ndo houve oscilagao
na intensidade do laser durante a aquisi¢do. A partir deste Gréafico foram construidos
os Graficos para exclusdo dos agregados e dos fragmentos celulares (gate para
singlets) na diagonal em SSC-A linear (lin) x SSC-H(lin). Em seguida o outro Gréfico
FSC-A (lin) x FSC-H(lin) foi construido e, finalmente, o Grafico biparamétrico de
CET 4cAF488,3c X CD44,ycPe-CF594,4: foi construido como demonstrado no Gréfico
3.
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Grafico 3: Estratégia de selecé@o das populagdes para analises das fluorescéncias de AF488,4; e Pe-
CF594c
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Fonte: REIS, 2019.

Estratégia de andlise para marcacao do ciclo celular. As células analisadas no
citometro de fluxo FACSCantoll foram identificadas, inicialmente, em FSC x SSC. A
partir deste Gréfico foi construido o Gréfico para exclusdo dos agregados e dos
fragmentos celulares (gate para singlets). Feito na diagonal em FI2-W x FL2-A, em

seguida construido o histograma em FL2-A como demonstrado no Grafico 4.
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Grafico 4: Estratégia de selecao para purificacdo da populacédo para o ciclo celular.
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Fonte: REIS, 2019

3.6 Analises Estatisticas

Os dados foram interpretados no software GraphPadPrism version 7.0, método de
Andlise de Variancia one-way ANOVA, o método estatisco de Bonferroni. Foi
utilizado como contra-prova e foi escolhido o nivel de significAncia estatistica com o

valor p< 0,05.
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4 RESULTADOS
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4.1 Sintese e caracterizagdo espectroscépica e morfolégica das AuNPs.

4.1.1 Absorbancia por espectroscopia no ultravioleta visivel

As AuNPs foram sintetizadas, neste trabalho, pela rota do citrato de sddio. Elas
apresentam-se monodispersas e com diametro caracteristico de nanoparticulas
esféricas entre 20 nm e 50 nm. Além disso, as nanoparticulas esféricas possuem um
pico de absor¢cdo em 520 nm, que € o0 pico caracteristico destas nanoestruturas
conferindo sua identidade espectroscopica como mostrado na Figura 14. Devido ao
efeito da ressonancia plasménica de superficie (SPR) as AuNPs esféricas
apresentam cor vermelha ao interagirem com a luz. O efeito Optico mostra diferentes

tonalidades a depender do tamanho das nanoparticulas (MANSUR et al., 2010).

Figura 14: Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta visivel das AuNPs.
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Legenda: Imagem mostra o pico de absorbancia em 520 nm, caracteristico de AUNPs esféricas. Em
detalhe solucdo coloidal de AuNPs na cor vermelho-vinho tipico de nanopaticulas entre 20nm e
50nm. Fonte: REIS,2019
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4.1.2 Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo permite analisar, detalhadamente, as
caracteristicas morfoldgicas e a distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas. Os
resultados mostram a presenca de AuNPs esféricas e com diametro médio de 20 nm
(Figura 15).

Figura 15: Imagem representativa das AuNPs sintetizadas.

Legenda: A imagem de MET mostra a presenca de AuNPs esféricas e monodispersas. Fonte: REIS,
2019.
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4.1.3 Espalhamento dindmico de Luz (DLS) - Raio hidrodinédmico das

particulas

O espalhamento de luz dindmica (DLS) baseia-se no movimento browniano, onde a
colisdo com as moléculas do diluente gera um movimento aleatério das particulas
(EINSTEINS, 1906), e no espalhamento de luz das particulas em suspensdo em
meio liquido (STETEFELD et al., 2016). O tamanho, a concentracédo e a dispersao
das nanoparticulas também podem ser investigados pelo espalhamento dinamico de
luz, medindo 0 movimento browniano das nanoparticulas. A Figura 16 mostra que as
AuNPs usadas neste trabalho sdo monodispersas e estdo na faixa de tamanho entre
47.5nm + 14.5nm. A quantificac&o feita por esta técnica identificou 2.95 x 10° + 7.11

x 107 particulas / mL

Figura 16: Disperséao das AuNPs.

Legenda: A imagem mostra a dispersdo e a faixa de tamanho de um grupo de nanoparticulas
esféricas pela técnica nanoparticles tracking analysis (NTA) e em detalhe no canto superior direito
imagem representativa do movimento browniano das nanoparticulas. Fonte: REIS,2019.
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4.1.4 Espectroscopia de absorcao atobmica

A quantificacdo da concentracdo das AuNPs foi feita usando espectroscopia de
absorcado atémica por forno de grafite, mostrando que a sintese rendeu 68.71 x 107
g/L.

4.2 Caracterizagdo dos nanocomplexos AuNPCet qc € AUNPCD444c
4.2.1 Curvade concentracao do cetuximabe

A concentracdo de cetuximabe ligada ao nanocomplexo foi avaliada por

absorbancia comparada, a curva de concentragcdo do cetuximabe em 280 nm,

usando o espectrofotbmetro Nanodrop 1000, como mostra o Grafico 5.

Gréfico 5: Curva de concentrag&o do cetuximabe ligado as AuNPs.
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Legenda: A imagem sugere que o nanocomplexo formado apresenta uma concentracdo de
cetuximabe bem préxima de 50 g , indicando a formacdo do nanocomplexo. Fonte: REIS, 2019.
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4.2.2 Espectroscopia UV-VIS dos nanocomplexos AuNPCet,;c € AUNPCD444c

A analise de UV-Vis foi realizada no espectrofotometro Varioskan. As amostras de
AuNPs ndo marcadas, conjugadas somente com o anticorpo AF488,c € o
nanocomplexo AuNPCet;cAF488,,c marcado, respectivamente, com os fluoréforos
usando um fator de diluicdo 1 : 2000 uL, incubado a temperatura ambiente em
agitacao constante e protegido da luz por 60min. Para confirmar a formacdo do
nanocomplexo ele foi marcado com o fluor6foro AF488,;c ( 1 : 400 pL) que
reconhece o cetuximabe. O Gréfico 6 mostra o deslocamento de absorcdo do
AuNPCet4c marcado, e ndo marcado, em relacdo ao pico das AuNPs sugerindo o

sucesso da bioconjugacéo.

Grafico 6: Espectroscopia de absorgéo na regido do visivel das AUNPCet,yg.
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Legenda: A imagem mostra, que houve um deslocamento do pico de absorbancia para além do pico
caracteristico de AuNPs em 520 nm indicando mudanca do ambiente quimico local com a formacéo
do nanocomplexo Cetumabe AuNPs. Fonte:REIS, 2019.
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Como proposta de melhoramento da deteccdo de fluorescéncia pela ligacdo de
anticorpos as AuNPs, a eficiéncia de ligacdo e a intensidade de fluorescéncia,
também foi testada usando o anticorpo anti-CD44 como anticorpo primario.
Primeiro, o ponto isoelétrico que favorece a bioconjugacao entre as AuNPs e o anti-
CD44 foi detectado por variacdo de pH. Foi testado uma faixa de pHs variando entre
4 a 10. O ponto isoelétrico que favorece a ligacdo entre as AuNPs e o anticorpo
primario anti-CD44 foi encontrado em pH 10 (AuNPCD44a) onde ndo ha sinal de
aglomeracdo das nanoparticulas. O fabricante sugere que para uma marcacao
eficiente € preciso usar 10 pg de anticorpo em uma diluicdo de 1 pL de anticorpo em
50 pL de agua deionizada. Na formacéo deste nanocomplexo foi diluicdo de 1 pL de
anticorpo em 500 pL de agua deionizada, obtendo-se um eficiente nanocomplexo
AuNPCD44,c, contendo uma concentragdo de 1 pg de anticorpo ligado as
nanoparticulas. Os perfis espectroscépicos dos diferentes pHs aplicados para se

encontrar o ponto isoelétrico do CD44,4; sdo apresentados no Grafico 7.

Grafico 7: Mudanga do perfil espectroscopico na regido do visivel do nanocomplexo AUNPCD44 4.
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Hem 520 nm, indicando mudanca do ambiente quimico local com a formacdo do nanocomplexo
AUNPCD44,,s. O nanocomplexo AuUNPCD44,,ca mostra shift plasmonico, enquanto os demais
mostram alongamento da curva indicando aglomeracéo das nanoparticulas. AUNP: nanoparticulas de
ouro; AUNPCD44,, a: pH 10; AUNPCD44,4 b: pH 6; AUNPCD44,4 c: pH 5 e AUNPCD44,y d: pH 4.
Fonte: REIS, 2019.
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4.2.3 Potencial Zeta (Q)

O potencial zeta ¢ prediz a estabilidade de dispersdo de suspensdes ou emulsdes
coloidais. Nanoparticulas em solucéo apresentam estabilidade quando seus valores
apresentam positivos ou negativos acima de -25mV de potencial zeta segundo
TURKEVICH 1951; LU et al.,, 2006, pois as particulas carregadas se repelem
impedindo a agrecdo naturamente. Entretanto este valor de referéncia varia
conforme o autor. Neste trabalho, o potencial zeta das AuNPs puras se mostrou
negativo -40mV, devido ao capeamento pelos ions de citrato de sédio, impedido a
sua agregagdo. Apé6s a funcionalizacdo com os anticorpos primarios Cetyc €
CD44,4c, houve a redugéo do potencial zeta em cada nanocomplexo indicado a
modificacdo quimica da superficie das AUNPs puras permanecendo o valor absoluto

negativo. Este valor € propicio para conservacdo do estado disperso do

nanocomplexo.

Graéfico 8: Analise do valor absoluto do potencial zeta das superficie das AUNPs com a formacao do
nanocomplexo AuNPCetqyc.
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Legenda: O valor absoluto variou de -40mV para -30mV apés a funcionalizagdo, indicando, a
modificacao quimica da superficie das AuNPs. AuNP: nanoparticulas puras na concentracédo 16 ug /
mL; AuNPCet,s: nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL.
Fonte: REIS, 2019.
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O valor do potencial Zeta de superficie das AuNPs puras foi de -40mV, o que
demonstra que a superficie destas nanoparticulas esta carregada negativamente
(Gréfico 8). Apos a funcionalizagdo com cetuximabe esse valor ficou bem proximo ao
da amostra pura, de -30mV, indicando que o anticorpo primario recobriu a superficie
das AuNPs. O potencial zeta foi obtido de 3 amostras distintas pelo equipamento

Zetasizer Nano ZS90 — Malvern, sob o angulo de dispersédo de 173° a temperatura

ambiente e o laser de excitagcdo 633nm.

Novamente, para confirmarmos a formacdo do nanocomplexo, desta vez com o
anticorpo primario CD44,4, realizamos a medida do potencial zeta do nanocomplexo
AUNPCD444c. Observamos a mudanga do valor absoluto do potencial zeta das
superficies das AuNPs puras de -39mV para -34mV confirmando o resultado do UV-
Vis (Gréfico 9).

Grafico 9: Andlise do valor absoluto do potencial zeta das superficie das AUNPs com a formacgéo do
nanocomplexo AUNPCD44 .
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Legenda: O valor absoluto variou de -39mV para -34mV apos a funcionalizacdo, indicando, a
modificacdo quimica da superficie das AuNPs. AuNP: nanoparticulas puras na concentracdo 16 g /
mL; AuUNPCDA44,,: nanoparticulas de ouro 16 pg / mL funcionalizadas com o anticorpo primario anti-
CD441 ug (1:500 pL). Fonte: REIS, 2019.
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4.2.4 Fluorimetria

A fluorimetria confirmou que o nanocomplexo foi formado, pois a intensa
fluorescéncia observada mostra a ligacdo do fluoréforo no nanocomplexo usando
495 nm de excitacdo e 519 nm de emissdo como mostra o Grafico 10A. A ligacdo do
fluoréforo as AuNPs também foram observadas em ambos os ensaios. Nenhuma
fluorescéncia foi detectada para AuNPs ndo marcadas. O Grafico 10B mostra a

ligagéo do AF488,4c na nanoparticula de ouro.
Grafico 10: Formagéo do nanocomplexo AuUNPCetyc € AF488,4: por fluorimetria.
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Legenda: A imagem A mostra a IMF, obtida do fluorimetro Varioskan com 495 .. e 519 ¢
comprovando a eficiencia da marcagdo AuNPCetgys. A imagem B mostra uma fraca ligacdo do
AF488,4c na superficie das AuNPs. (Média + desvio padréo: ***p<0.001). AuNP: nanoparticulas puras
na concentragéo 16 pg / mL; AuNPCet,yg: nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo primario
cetuximabe 50 pg / mL; AUNPAF488,4. nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo secundario
AF488,4: diluicdo 1 : 400 pL; AuNPCet,ic AF488,4. nanoparticulas de ouro 16 pg / mL + anticorpo
priméario cetuximabe 50 pg / mL + anticorpo secundario AF488,4; diluicdo 1:2000 pL Fonte: REIS,
20109.

O mesmo teste foi realizado para o anti-CD44. O resultado da fluorimetria confirmou

a formacgdo do nanocomplexo AUNPCD444cPe-CF594,4c. A intensidade média da
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fluorescéncia mostrou a ligacdo do fluoréforo ao nanocomplexo por meio do
equipamento Varioskan, com laser 532 nm de excitacdo e filtros 616 nm de
deteccdo. A fluorescéncia das AuNPs puras foi indetectavel apdés o processo de
funcionaliza¢cdo com o anticorpo primério anti-CD44 confirmando novamente que as

AuNPs ndo emitem sinal de fluorescéncia (Gréfico 11).

Gréfico 11: Formagéo dos nanocomplexos AUNPCDA44,,c e AUNPPe-CF594,4 por fluorimetria.

S = 30
.93 *k*k
Ev
=3 20-
S @
o O
S8 10
e O
L3
ELL 0 T T T
4 1< ©
> DO U (e
v & I
v}}é ,QQQ' Q
F
v &
Q
Y
O
v

Legenda: As nanoparticulas puras e funcionalizadas com o CD44,4c ndo apresentaram detecgéo de
fluorescéncia. As nanoparticulas funcionalizadas com o anticorpo secundario Pe-CF594,4 foi possivel
observar a deteccdo do sinal fluorescente, e logo apds a conjugacdo do anticorpo secundério Pe-
CF594,4c ao nanocomplexo AuNPCDA44,4; observou-se maior emisséo do sinal de fluorescéncia. A
imagem mostra a IMF do nanocomplexo AuNPCDA44,,cPe-CF594,,c. (Média + desvio padréo: ***
p<0.001). AuNPs: AuNP: nanoparticulas de ouro puras na concentracéo 16 pg / mL; AUNPCD444c:
nanoparticulas de ouro 16 ug / mL funcionalizadas com o anticorpo primario anti-CD44 1 ug (1 : 500
UL); AuNPs Pe-CF594,;: nanoparticulas de ouro 16 pg / mL funcionalizadas com o anticorpo
secundario PeCF594,45 0,1 g (1 : 2000 pL); AUNPCDA44,,cPe-CF594,4c. nanoparticulas de ouro 16 pg
/ mL funcionalizadas com o anticorpo primario anti-CD44 1 ug (1 : 500 pyL) e marcadas com o
anticorpo secundario Pe-CF594,4; 0,1 g (1 : 2000 pL). Fonte: REIS, 20109.
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4.2.5 Microscopia eletronica de transmisséo

4.2.5.1 O nanocomplexo AuNPCet,yc se liga ao receptor do EGFR das células

A431 de forma eficiente.

A formacdo de um nanocomplexo com o cetuximabe dever preservar a afinidade de
ligagdo como a do imunoterapico sozinho. Neste estudo foi escolhido como modelo
in vitro a linhagem celular humana A431, carcinoma de células escamosas, que
superexpressa EGFR. A Figura 17 mostra a presen¢a do AuNPCetyc na membrana
plasmatica das células A431 sugerindo o reconhecimento do nanocomplexo ao
receptor EGFR.

Figura 17: Imagem representativa do nanocomplexo AuUNPCetlgG por MET.
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Legenda: A imagem de MET mostra um grupo de nanoparticulas esféricas complexadas com
cetuximabe em contato com os receptores de EGF na membrana plasmatica das células A431 e
iniciando um processo de endocitose. Fonte: REIS, 2019.
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4.2.6 Citometriade Fluxo

4.2.6.1 Avaliacdo da viabilidade das células A431 na presenca das AuNPs e

dos nanocomplexos AuNPCetgc € AUNPCD444c

Para avaliar a toxicidade das AuNPs em células A431 apds 60 minutos de
incubacéo, foi realizado o estudo de viabilidade celular com iodeto de propideo.
Essa marcacdo possibilita a classificagdo das células viaveis, as quais, néo
internalizaram o corante demonstrando integridade da membrana plasmatica
(FERRAZ, 2014). As células mortas sdo aquelas que apresentaram os seus nucleos
marcados com PI pela perda da integridade das membranas (Graficos 12A e 12B).
Os resultados demonstram que houve alta taxa de viabilidade celular em todos os
grupos testados.

A presenca de AuNPs 16 pg / mL ndo afeta a viabilidade celular em nenhuma das
condicbes experimentais executadas neste estudo, indicando que os anticorpos
nanocomplexados apresentam segurangca de uso, nao causando morte celular
significativa em comparacdo a amostra ndo incubada com as AuNPs. O Gréfico 12
mostra a alta taxa de viabilidade das células A431 quando marcadas com o0s
nanocomplexos AuNPCetyc € AUNPCD44,,c sem, diferencga significativa (Media +
desvio padrdo: p= 0,6187) na inducdo de morte durante a incubagcdo com o0s

nanocomplexos.
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Grafico 12: Ensaio de viabilidade celular e citotoxidade.
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Legenda: As células A431 foram marcadas com os nanocomplexos AuNPCetyc € AUNPCD44,c. A
Figura (A) mostra o alto percentual de viabilidade celular nas condi¢cbes experimentais e a Figura (B)
mostra dot plot representativo da selecdo das populacdes de células vivas ndo coradas pelo Pl e as
mortas que ndo apresentam marcacao nuclear pelo corante. (Média + desvio padrdo: p= 0,6187).
Controle: células A431 ndo marcadas; AuNP: células A431 incubadas com nanoparticulas puras na
concentragdo 16 pg / mL; AuNPCetys: células A431 marcadas com o nanocomplexo formado por
AuNPs 16 pg / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL; AUNPCD44,,;: marcadas com o
nanocomplexo formado por AuNPs 16 pug / mL + anticorpo primario anti-CD44 1 ug / mL. Fonte:
REIS, 2019.
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4.2.6.2 Avaliacdo do perfil do ciclo celular das células A431 na presenca das
AuUNPs e dos nanocomplexos AuNPCet,qc € AUNPCD444c

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar se houve interferéncia dos
nanocomplexos em algum ponto das fases do ciclo celular, ap6s 60 minutos de
incubacdo com as AuNPs e dos nanocomplexos. Os resultados do teste de ciclo
celular estdo expostos no Gréafico 13. Eles demonstraram que a frequéncia das
células em casa fase do ciclo celular G1, S e G2 dos nanocomplexos AuNP,
AuNPCet,c € AuNPCD44,,c, permanecem inalteradas em todas as amostras
guando comparadas com a amostra ndo incubada AuNPs (Controle) (Graficos 13A e

13B). As AuNPs néo interfere no ciclo celular das células A431.
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Gréfico 13: Avaliagdo do ciclo celular das células A431 quando expostas as AuNPs e aos
nanocomplexos AUNPCet 4, € AUNPCD44 4.
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Legenda: Nao houve diferenca significativa entre as amostras. (Média + desvio padrdo: p= 0,1089).
Controle: células A431 ndo marcadas; AuNP: células A431 incubadas com nanoparticulas puras na
concentragdo 16 pg / mL; AuNPCety: células A431 marcadas com o nanocomplexo formado por
AuNPs 16 pg / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL; AUNPCD44,,;: marcadas com o
nanocomplexo formado por AuNPs 16 pg / mL + anticorpo priméario anti-CD44 1 ug / mL. Fonte:
REIS, 2019.

4.2.6.3 Imunofenotipagem dos nanocomplexos AuNPCetgc € AUNPCD444:

As células A431 foram incubadas com as AuNPs puras (16 pg / mL), com o
anticorpo primario Cetiqc (5 mg / mL) e com o nanocomplexo AuNPCeygs ( AUNPS
(16 pg / mL + anticorpo primério cetuximabe 50 pg / mL). O nanocomplexo

AuNPCetyc foi marcado com o anticorpo AF488,4c (1 : 400 pL) e o reconhecimento
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do nanocomplexo ao receptor de EGF das células A431 foi identificado por
citometria de fluxo usando o equipamento FACSCanto Il. O controle ndo marcado,
as AuNPs e o AuNPCetyc . Como esperado as amostras de celulas A431 controle,
A431 incubadas com AuNPs puras e A431 incubadas com o nanocomplexo
AuNPCet4c ndo emitiram sinal fluorescéncia. A eficiéncia de reconhecimento mostra
gue a IMF é significativamente (p<0.001) maior para 0 nanocomplexo quando

comparado com Cetqc AF4884c sozinho como mostrado no Grafico 14.

Grafico 14: Intensidade media de fluorescéncia do AUNPCet,qc AF488.
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Legenda: O resultado mostra que nanocomplexo AuNPCety reconheceu de forma eficiente o
receptor de EGF das células A431, mostrando que nao ha difrenca na capacidade de ligagdo ao
receptor entre as amostras e , sim, que o nanocompelxo apresentou uma IMF maior. (Média + desvio
padrdo: *** p<0.001). Controle: células A431 ndo marcadas; AuNPs: células A431 incubadas com
nanoparticulas puras na concentragdo 16 pg / mL; AuNPCetys: células A431 marcadas com o
nanocomplexo formado por AuNPs 16 pg / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL;
Cet,icAF4884c: Cet,cAF488,5c 1 : 400 pL: células A431 marcadas com Cetyc 5 mg / mL e AF488
diluigéo (1 : 400 pL); AuNPCet,4cAF488,4c: células A431 marcadas com o nanocomplexo formado por
AuNPs 16 ug / mL + anticorpo primario cetuximabe 50 pug / mL e o anticorpo secundario AF488 na
diluicdo 1 : 400 pL. Fonte: REIS, 2019.
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4.3 As AuNPs aumentam a eficiéncia de detec¢do dos anticorpos primarios

e secundarios usando baixas concentracdes

A bioconjugacéo de cetuximabe as AuNPs aumentou a eficiéncia evidenciado pelo
aumento da IMF, como mostrado no Grafico 14. Uma quantidade bem menor de
cetuximabe (50 pg) foi necessaria para formar o nanocomplexo e se ligar ao seu
receptor. Baseado neste achado, diluicdbes do fluoréforo também foram testadas
para identificar se o sinal ainda poderia ser detectado. Os resultados mostram que
um sinal forte também foi encontrado quando o nanocomplexo foi marcado com
AF488,4c diluido em 1 : 2000 pL, o que mostra que o nanocomplexo AuNPCetyc
reconheceu de forma eficiente os receptores de EGFR das células A431 mostrando
ser mais eficiente quando comparado ao imunoterdpico ndo complexado

proporcionando economia de anticorpos (Gréfico 15).
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Grafico 15: Aumento da IMF do AuNPCet,(cAF488,c em baixas concentragdes.
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Legenda: (A) frequéncia das células expostas as AuNPs puras e marcadas, respectivamente, pelo
nanocomplexo AuNPCet,cAF488,4c nas diluicbes do anticorpo primario cetuximabe 50 pg / mL e
secundario Alexa Fluor 488 (1 : 400 pL) e (1 : 2000 pL). (B) A imagem mostra que o hanocomplexo
cetuximabe AuNPs reconheceu de forma eficiente o receptor de EGF das células A431, mostrando
gue ndo houve diferenca de reconhecimento dos epitopos, mas sim, maior IMF. (Média + desvio
padréo: ***p<0.001). Controle: células A431 ndo marcadas; Cet;cAF488,4c 1 : 400 uL: células A431
marcadas com Cetgc 5 mg / mL e AF488 diluigdo (1 : 400 pL); AuNPCet,cAF488,,c 1 : 400 pL.
células A431 marcadas com o nanocomplexo formado por AuNPs 16 pg / mL + anticorpo primario
cetuximabe 50 pg / mL e o anticorpo secundario AF488 na diluigdo 1 : 400 pL; AuNPCet;cAF488,4c
1: 2000 pL. células A431 marcadas com o nanocomplexo formado por AuNPs 16 pg / mL + anticorpo
primario cetuximabe 50 pg / mL e o anticorpo secundario AF488 na diluicdo 1 : 2000 L. Fonte: REIS,
20109.
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4.3.1 Citometria por imagem

As andlises realizadas por CFl, demonstraram que as intensidades meédias de
fluorescéncias dos nanocomplexos AuNPCetiys 50 pg (1 : 400 pL) e AUNPCDA44,4c
1ug (1 : 500 pL), marcados respectivamente com os anticorpos secundarios diluidos
nas seguintes concentracdes AF488,4c 1 : 2000 pL e Pe-CF5944c 0,5 pg (1 : 2000
uL) apresentaram bons resultados. Principalmente quando o fluoréforo utilizado
encontra-se na regido de absor¢cdo das nanoparticulas de ouro no caso o AF488
(Grafico 16A). Isto porque quando ha coincidéncia entre os picos de absor¢édo das
AuNPs e o fluoréforo, os nanomateriais promovem maior transferéncia de energia
para o fluorocromo emitindo maior sinal de fluorescéncia dentro préprio espectro de
emissdo. Os testes utilizando o AF488 apresentaram resultados mais eficientes com
a IMF mais significativa (p<0,005) do que o fluor6foro Pe-CF594 o qual possui

absorcao, acima da regido de absorcdo das AuNPs (Grafico 16B).
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Grafico 16: Intensidade média de fluorescéncia por CFlI
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Legenda: O Grafico (A) mostra que o nanocomplexo AuNPCet,yc marcado com AF4884 na diluicéo
1 : 2000 pL apresenta uma IMF significativamente maior quando comparado ao anticorpo primario
Cet,4c marcado com o anticorpo secundario AF488,4c na diluicdo 1 : 400 pL. (Média + desvio padréo:
* p<0.05). (B) o Grafico mostra que o nanocomplexo AuNPCD44,,; marcado com o anticorpo
secundario fluorescente Pe-CF594,4g, na diluicdo 1 : 2000 pL, apresenta uma IMF igual ao anticorpo
primario anti-CD44 marcado com o anticorpo secundario fluorescente Pe-CF594,4s na diluigéo 1 : 400
pL. Os nucleos das células foram marcados com o marcador nuclear fluorescente Hoechst 33342 (n.s
= ndo significativo. Controle: células A431 ndo marcadas; AuNPs: células A431 incubadas com
nanoparticulas puras na concentragéo 16 ug / mL; Cet,icAF488,,c 1 : 400 pL + DAPI: células A431
marcadas com o anticorpo primario Cet,ic 5 mg + anticorpo secundario AF488 diluicdio 1:400 uL e o
nucleo marcado com o corante nuclear DAPI; AuNPCet,(cAF488,;c 1 : 2000 pL: células A431
marcadas com 0 nanocomplexo AuNP 16 pg / mL + anticorpo primario Cetuximabe 50 pg + anticorpo
secundério AF488 diluicdo 1 : 2000 pL e o nacleo marcado com o corante nuclear DAPI.
CD44,,cPeCF594,,c 1 : 400 pL + Hoechst 33342 : células A431 marcadas com o anticorpo primario
anti-CD44 10 pg (1 : 50 pL) + anticorpo secundario PeCF594,4 0,5 (1 : 50 pL) e o nucleo marcado
com o corante nuclear Hoechst 33342; AUNPCD44,,cPeCF594,,c 1 : 2000 uL + Hoechst 33342:
células A431 marcadas com o nanocomplexo AuNP 16 pug / mL + anticorpo primario anti-CD44 1 ug
(1 : 500 pL) + anticorpo secundario PeCF594,4c 0,1 pg (1 : 2000 pL) e o nucleo marcado com o
corante nuclear Hoechst 33342. Fonte: REIS, 2019.
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A CFI apresenta mais uma vantagem em relagdo a microscopia convencional, a
analise e contagem individual de milhares de células por segundos, permitindo
maior detalhamento da marcagcdo, como mostram as Figuras 18 e 19. A maior IMF é
explicada pelo fato deste equipamento ser mais sensivel a deteccdo de
fluorescéncia que os equipamentos convencionais de citometria de fluxo. A CFlI
permite, ainda, a visualizacdo da marcacao nuclear em conjunto com a marcacéao de

superficie das células individuais em tempo real.

Figura 18: Imagens representativas de CFI de células A431 marcadas com AuNPCetlgGAF488IgG.

A

Ch01/Ch02

x4

B AUNPCet + Alexa Fluor 488

Legenda: O Gréfico (A) mostra a merbrana celular marcada com 0 nanocomplexo
AuNPCet,,cAF488,4c (verde), nucleo (roxo) e EGFR+ / Nucleos = imagens sobrepostas (merged).
Nanocomplexo AuNPCet,(cAF488,4c (verde) ligado & membrana celular diluigdo 1 : 2000 pL e seus
nacleos (roxo) marcados com DAPI. Barra de escala da imagem 10 um. O Gréfico (B) destaca uma
célula A431 por CFl escala de tamnho da célula 10 um. Fonte: REIS, 2019.

Os dados sugerem que a presenca das AuNPs também podem intensificar o sinal de
DAPI e do Hoechst 33342, apresentado suas coloragdes mais intensas do que o

esperado (Figuras 9B e 10B).
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A alta capacidade de resolugao do CFI nos forneceu imagens que deixam evidentes
na amostra do nanocomplexo AUNPCDA44,,cPe-CF594,4c 0s epitopos da membrana
celular. Este dado favorece a caracterizacdo qualitativa e quantitativa das moléculas

anti-CD44 apresentado na Figura 19.

Figura 19: Imagens representativas de CFl de células A431 marcadas com AuNPCDA44,; Pe-
CF594,4.

Hoechst 33342

Legenda: (A) Epitopo da glicoproteina CD44 (laranja), nucleo (roxo) e CD44+ / Nucleos = imagens
sobrepostas (merged). Nanocomplexo AuUNPCD44,,c + Pe-CF594,,c (laranja) ligado a membrana
celular diluicdo 1 : 2000 pL e seus nucleos (roxo) marcados com Hoechst 33342. Barra de escala da
imagem 10 pm. (B) Destaque de uma célula A431 por CFl escala de tamanho da célula 10 um. Fonte:
REIS, 2019.
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Outra vantagem deste equipamento é a visualizacdo de aglomerados dos
nanocomplexos AuNPCet,icAF ;e mais 0 DAPI e AUNPCD44,,cPe-CF594,4c mais o
Hoechst 33342 (Figuras 20A e 20B ) uma vez que sua deteccao possui a limitacao
para particulas menores de 200 nm. Esta sensibilidade do CFI proporciona maior
possibilidade de discriminacdo do que é, realmente, ruido eletrénico para o evento

real em estudo.

Figura 20: Imagens de CFl mostrando aglomerados dos nanocomplexos.
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Legenda: A imagem (A) mostra AUNPCet,qc marcada com AF4884c na diluicdo 1 : 2000 pL + DAPI.
A imagem (B) mostra o nanocomplexo AUNPCD44,,; marcado com Pe-CF594 na diluigéo 1 : 2000
pL + Hoechst 33342. O histograma mostra a intensidade de fluorescéncia detectada. Barra de escala
da imagem 10 um. Fonte: REIS, 2019.
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4.3.2 Os nanocomplexos de AuNPCetys e AuNPCD444c ndo alteram a
especificidade de ligacdo aos seus receptores quando marcados

simultaneamente.

As células A431 foram marcadas individualmente e com ambos nanocomplexos, em
um mesmo ensaio, para determinar a dupla marcacao em células que co-expressam

0 EGFR e o anti-CD44. O Grafico 17 mostra que o reconhecimentos dos epitopos

celulares, pelos anticorpos primarios permanecem preservados apés a
biofuncionalizacédo das AuNPs.
Grafico 17: Perfil de detec¢cdo da expresséo de EGFR e anti-CD44 por citometria de fluxo.
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Legenda: As imagens A e C mostram a frequéncia das populacdes de células A431 marcadas,
respectivamente, com o nanocomplexo AuNPCet,4 (50 pg) + anticorpo secundario fluorescente Alexa
FlGor488,yc -AF488,46-( 1 : 400 pL) e AuNPCD44,4 (1 pg) + anticorpo secundario fluorescente Pe-
CF594,,c (1 : 400 pL). As imagens B e D mostram os deslocamentos das intensidades de
fluorescéncias das popula¢des de células positivas, marcadas com o nanocomplexo AuNPCet 4 (50
Hg) + AF4884c (1 : 2000 pL) e AuNPCD44 4 (1 pug) + Pe-CF5944 ( 1 : 2000 pL). (E) mostra a dupla
marcacdo celular pelos nanocomplexos AuNPCet, AF488 e AuNPCD44,cPe-CF594,
diferenciando a populacéo de cada alvo. Fonte: REIS, 2019.
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4.3.3 O nanocomplexo cetuximabe AuNPs aumenta a intensidade média de

fluorescéncia sem causar ligacdes inespecificas.

A avaliacdo da ligacdo dos anticorpos primarios e secundarios aos seus alvos
especificos € de grande importancia para evitar resultados falso-positivos. O
nanocomplexo AuNPCetyc ao, se ligar ao receptor EGFR, na superficie da
membrana celular, deixa disponivel parte da sua fracdo IgG para ligacdo do
anticorpo secundario. O anticorpo secundario AF488,c na, diluicdo 1 : 2000 pL,
demonstrou alta especificidade de ligacdo com o deslocamento da populagdo na
escala log & 10*. Para confirmar a especificidade de ligacdo dos nanocomplexos,
utilizamos anticorpos secundarios anti-lgG; Mouse AF 647 e anti-lgG; Mouse AF
555 ambos na diluicdo 1 : 2000 pL. Os resultados mostraram que as AuNPs néo
promoveram ou evidenciaram ligacdes inespecificas, caracterizadas pela
permanéncia da populacdo abaixo de 10 na escala log como mostrado no Grafico

18.

Gréfico 18: Especificidade de ligacdo dos anticorpos secundarios ao IgG do imunoterapico
cetuximabe.
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Legenda: (A) mostra que o nanocomplexo AuNPCetlgG foi reconhecido, eficientemente, pelo
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti human. (B) mostra que ndo houve reconhecimento do IgG
do cetuximabe pelos anticorpos Alexa Fluor 647 anti mouse e Alexa Fluor 555 anti mouse. Diluicdo
do anticorpo primario 1 : 400 pLpL e os secundarios 1 : 2000 uL. Fonte: REIS, 2019.
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A tabela 1 apresenta, resumidamente, todos os resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos por citometria de fluxo

Anticorpo Reatividade Titulacao Incubacdo  Sinal
Cetyge Anti-humano EGFR Quimera 5 mg 60 min t.a +
AF488,4c Anti-humano produzido em 1:400 pL 30 min t.a

camundongo
AUNPs Cet g Anti-humano EGFR Quimera 50 pg 60 min ta ++
AF4884 Anti-humano produzido em 1:400 pL 30 min t.a
camundongo
AuNPs Cet 4 Anti-humano EGFR Quimera 50 ug 60 min ta ++
AF488,4c Anti-humano produzido em 1:2000 pL 30 min t.a
camundongo
CD44,yc Anti-humano produzido em 10 ug (1 : 50 pL) 60 min ta +
Pe-CF594,4 camundongo 0,5pug (1:400puL) 30 minta

AUNPS CD44,4c
Pe-CF594,c

AUNPs CD44,ys
Pe-CF594,c

AUNPs Cet g
AF555,4¢

AuNPs Cet|gG
AF647 0

Anti-humano produzido em

camundongo

Anti-humano produzido em

camundongo

Anti-humano EGFR Quimera
Anti-camundongo produzido em
cabra

Anti-humano EGFR - Quimera
Anti-camundongo produzido em

cabra

1 pg (1 : 500 pL)
0,5 ug (1: 400 L)

1 g (1:500 pL)
0,1 pug (1 : 2000 pL)

50 ug
1:400 pL

S0 pg
1:400 pL

60 min ta ++

30 mint.a

60 min ta ++

30 mint.a

60 min t.a -

30 min t.a

60 min ta -

30 min t.a

(+) boa emissédo do sinal de fluorecéncia; (++) aumento da emissdo do sinal de fluorescéncia; (-) nao
detectado. Fonte: REIS, 2019.
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A hipétese para a amplificacdo das fluorescéncias dos anticorpos secundarios € a de
gue existe uma proximidade entre o coeficiente de extincdo das AuNPs e 0s picos
de emissdo dos fluoroforos. Para comprovar essa hipotese, uma varredura da
fluorescéncia usando o equipamento Varioskan com as nanoparticulas revestidas
com AF488c e Pe-CF594,y, fixando se a excitagdo em 450 nm e fazendo a
varredura da emisséo entre 460 nm e 800 nm. Esses dados de fluorescéncia foram
comparados com o coeficiente de extincdo das AuNPs em 520 nm. O Grafico 19
mostra que o pico de absorbancia das AuNPs e o pico de emissao das fluorescéncia
sdo bastante proximos, o que pode gerar um efeito de incremento na fluorescéncia,
mesmo em concentracdes bem mais baixas que as preconizadas pelos fabricantes.
Esse fenbmeno foi mais pronunciado para o fluoréforo AF488, cujo pico de emisséo
€ 519 nm.

Grafico 19: Espectro de absorbéancia e fluorescéncia das AuNPs funcionalizadas com AF488,4; e Pe-
CF5944G.
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Legenda: O Gréafico mostra a intensidade de fluorescéncia detectada no pico de emissdo esta
bastante proxima do pico de absorcdo das nanoparticulas, acompanhando a sua curva de
absorbancia.
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5 DISCUSSAO
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O desenvolvimento de uma metodologia para nanoconjugacdo de anticorpos
primarios e secundarios de forma rapida e eficiente € de grande relevancia para a
evolucdo da area da medicina terandstica (BARRETO et al., 2011). A citometria de
fluxo € uma ferramenta muito utilizada na area de imunodiagnéstico. Entretanto, a
necessidade de realizar multiplas marcagbes é prejudicada pela proximidade de
emissbes de fluorescéncias dos fluoroforos, levando a sobreposicdes entre elas.
Outro problema é a eficiéncia na deteccdo de moléculas pouco expressas, como
exemplo, a identificagdo da hemacia de adultos com hemoglobina fetal quando estas
encontram-se em baixas concentracdes, gerando sinais de dificil deteccao
(SANDES et al., 2012).

Diante disto, neste trabalho, concentramos na investigacdo da possibilidade do
melhoramento da emisséo de sinal de fluorescéncia conjugando nanoparticulas de
ouro aos anticorpos de detecgdo. Comparamos imunofenotipagem padrédo, onde ha
a ligacdo direta entre anticorpos primarios e secundarios aos receptores de
superficie celular, com os nanocomplexos AuNPCet cAF488);c € AUNPCDA44 ycPe-
CF594,4,c em concentracdes significativamente menores que as utilizadas

convencionalmente.

Inicialmente, sintetizamos as AuNPs pela rota do citrato de sodio seguindo o
protocolo de J. TURKEVICH, 1951 e FRENS, 1973, com algumas modificagdes.
Nossos resultados demonstram que o processo foi eficiente na construgcdo de
AuNPs com morfologia, dimenséo, dispersdo e concentracdo caracteristicas dos
materiais coloidais. A Figura 14 apresenta o resultado da sintese de nanoparticulas
esféricas evidentes pelo deslocamento da curva de espectroscopia na regido do

visivel com o pico de absor¢do em 520 nm e base estreitada abaixo de 600 nm.

Na observacdo macroscopica a coloracdo vermelho-vinho € uma caracteristica
marcante da solucdo de AuNPs esféricas com tamanhos variando entre 20 e 50nm,
esta aparéncia também sugere a auséncia de agregacdo de nanoparticulas, o que

pode ser confirmado pela MET Figural5

A sintese de AuNPs por reducdo quimica com citrato de sodio, resulta em

nanoparticulas carregadas negativamente e estabilizadas por repulsdo eletrostatica
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(LIN et al., 2004). Utllizamos desta propriedade para estabelecermos a
funcionalizacdo das AuNPs aos anticorpos cetuximabe e anti-CD44. Observamos
gue as ligacbes permaneceram estaveis, sem formacdo de agregados, quando
funcionalizamos as AuNPs com 50 pg de cetuximabe e 1 pg de anti-CD44, dez
vezes mais diluidos do que o recomendado pelos fabricantes. A evidéncia da
funcionalizacdo pode ser comprovada pelos deslocamentos das curvas das AuNPs
puras e dos nanocomplexos com 0s anticorpos primarios, apresentados pelos
Graficos 6 e 7. A mudanca do valor absoluto do potencial zeta confirma a
modificacdo da superficie das AuNPs pelos anticorpos primarios cetuximabe e anti-

CD44 apresentados nos pelos resultados dos Gréficos 8 e 9.

Outro resultado marcante, indicando a formagdo dos nanocomplexos AuNPCetys €
AuNPCD444: foi, a detecgao, por fluorimetria, da emissao do sinal de fluorescéncia.
Os nanocomplexos apresentaram maior intensidade de sinal quando comparados
com as amostras ndo marcadas e ndao nanocomplexadas. A estabilidade do
nanocomplexo € um fator de grande relevancia para uso nos protocolos de
marcacdo celular, onde os anticorpos sao geralmente armazenados por longos
periodos, o que poderia levar a sua deterioracdo (PATEL et al.,, 1997). O
nanocomplexo desenvolvido demonstrou ser estavel em solucdo, podendo ser
armazenado por longos periodos. Uma alternativa seria em sua forma liofilizada
como foi demonstrado por ANDRADE et al., 2019.

O cuidado que se deve ter na constru¢cao de nanocomplexos, para uso em terapia e
diagnostico, € a garantia da preservacdo da capacidade do reconhecimento de seu
receptor celular. A Figura 17 da MET mostrou nanoparticulas aderidas a membrana
de uma célula A431. As células marcadas pelo nanocomplexo apresentaram maior
IMF, tanto em suspenséao, quanto aderida a membrana celular. A fim de verificar a
possibilidade de realizar a dupla marcacdo utilizando os nanocomplexos
AUNPCet;;cAF488,3c € AUNPCDA44,,cPe-CF594,4 , realizamos o ensaio marcando
as células de linhagem A431 e levamos aos citometros de fluxo. Os testes
apresentaram emissao de fluorescéncia para o canal de Alexa Fluor 488 superior ao
de Pe-CF594. Este fato ocorreu em razdo do pico de absor¢do maxima de energia

da AuNPs ser proxima ao espectro de excitacdo do AF488. Uma possivel explicacéo
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para esse aumento pode ser a transferéncia de maior quantidade de energia para o
fluoroforo.

O nanocomplexo de formado pelo Pe-CF594 nanocomplexo de formado pelo Pe-
CF594 nao apresenta seu pico de emissao coincidente com o pico de absorcao das
AuNPs usadas neste estudo, alcancando, apenas, a descida da curva de absorcéo,
por isso, apesar de ter tido seu sinal aumentado, este ndo ocorreu de forma téo
intensa, quanto para o Alexa Fluor 488, sinal que pode vir a ser melhorado com a
funcionalizacdo dele a nanoparticulas de ouro com pico de absorcdo em torno de
600nm.

Um fator limitante que ndo favoreceu o maior deslocamento da populacdo A431,
marcadas com o Pe-CF594 no FACSCantoll foi, a auséncia do laser 568 nm, e o
laser 488nm néo atingir o ponto maximo de excitacdo deste fluoréforo. Portanto, ndo
houve prejuizo da amplificacdo do sinal de fluorescéncia em baixa concentracéo,
sua emissdo manteve-se semelhante ao fluoréforo na diluicdo 1:500, demonstrado
no Grafico 16. O ensaio de dupla marcagcdo mostrou que ndo houve perda da
especificidade na presenca de nenhum dos nanocomplexos como mostra o Gréfico
17, possibilitando a realizacdo de testes de co-expressdo das moléculas de

superficie.

Outra preocupacao foi demonstrar que ndo ha inducdo de reconhecimento
inespecifico dos anticorpos secundarios pelas AuNPs. Para isto, usamos anticorpos
secundarios Alexa Fluor 647 e Alexa Fluor 555 com afinidade para receptores de
IgG1 camundongos usados para se ligar ao nanocomplexo AuNPCetyc. Foi
demonstrado, como esperado, ndo haver reconhecimento das imunoglobulinas
humanas pelos anticorpos de secundarios, pela auséncia da deteccdo das suas
fluorescéncias mostrada no Grafico 18. Resultado fundamental para confiabilidade
em relacdo a utilizacdo dos nanocomplexos nos testes CF e, consequentemente,

em outras técnicas de imunofluorescéncia.

A garantia da viabilidade celular € de grande importancia nos testes em que,
estruturas ou materiais podem alcancar o meio intracelular e interferir na
preservacdo da integridade da célula. As AuNPs demonstraram serem seguras por

nao atravessarem a membrana celular em protocolos de marcagcdo com tempo de
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incubacdo de 60 minutos e n&o estimularem o processo de morte. Para verificar se
nao houve dano celular e alteracdo do ciclo, testes foram. O ciclo celular ocorre de
maneira ritmada e constante em nosso organismo (HUNT et al., 2011). Para que
haja a divisdo celular existe uma sucessao de eventos caracteristicos: G1 onde ha o
crescimento celular, S sintese e duplicacdo do DNA e G2 onde ocorre a divisdo

celular.

A fase onde a célula é mais sensivel a alteracdo do ambiente celular, interferindo
diretamente em seu processo de duplicagdo (BRUCE et al.,2002). Nossos
resultados demostraram alto percentual de células vivas, acima de 90%, em todas
as amostras apos 60 minutos de incubacéo (Grafico 12). O ciclo celular também nédo
sofreu interferéncia dos nanocomplexos (Grafico 13). Nossos resultados estdo de
acordo com resultados dos ensaios realizados por (HANZIC et al., 2018) onde

demonstraram que as AuNPs nao alteram o perfil do ciclo celular.

No trabalho aqui apresentado, demonstramos que as AuNPs séo eficientes no uso
para amplificagdo da emisséo do sinal de fluorescéncia pela técnica de citometria de
fluxo. Baixas concentracfes de anticorpos primarios e secundarios ndo limitaram a
deteccao de fluorescéncia quanto a resolucdo das imagens quando funcionalizados
com AuNPs. Acreditamos que o aumento do sinal ocorre devido a ressonancia
plasmdénica de superficie localizada (BOISSELIER et al., 2009; LIZ-MARZA, 2006)
gue a nanoparticula absorve a energia do laser do citdbmetro proximo ao seu
coeficiente de extincdo e transfere com alta intensidade para o fluoréforo conjugado
(TOMA, 2016) Gréfico 19. Acreditamos que esta amplificacdo € melhorada pela
somatoria da transferéncia de energia entre as AuUNPs que envolvem o fluoréforo. O
melhoramento da capacidade de absor¢cdo de energia pelos fluoréforos faz com que
sejam geradas curvas de emissfes de fluorescéncias mais estreitas, o que pode
levar a reducdo da sobreposicdo dos espectros quando utilizados mudltiplos
marcadores facilitando o processo de compensacédo e fidelidade dos resultados

gerados.
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6 CONCLUSAO
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A sintese das AuNPs pela rota do citrato de sddio apresentou boa estabilidade para
aplicacbes em pesquisas biotecnoldgicas. Nossos resultados mostram, que, a
funcionalizacdo das AuNPs com baixas concentracdes de anticorpos primarios
proporciona o uso de anticorpos secundarios ainda mais diluidos, preservando ou
amplificando o sinal de fluorescéncia. Esta sensibilidade foi proporcionada para
todas as metodologias de deteccdo de fluorescéncias neste estudo. O
melhoramento da deteccdo do sinal de fluorescéncia foi possivel em virtude do
fenbmeno da ressonancia plasmoénica de superficie localizada das AuNPs. Isso
porque as AuNPs, apOs serem interceptadas pelo laser absorvem um grande
guantidade de energia e parecem transferir maior energia para excitacdo dos
fluoréforos. E a possibilidade de sintese de nanoparticulas com o pico de absorcdo
coincidente com o pico de emissdo de cada tipo de fluoréforo, nos forneceria
resultados mais sensiveis e confiaveis. O controle do processo da sintese, sendo
este realizado no proprio laboratério, o processo de biofuncionalizagdo ser
relativamente simples, a ndo toxicidade para as células e o alto desempenho nos
testes faz desta metodologia um padrdao ouro para uso em laboratorios de
diagndsticos. E como maior beneficio da capacidade de deteccao de fluorescéncia,
em baixas concentracdes de anticorpos, seria a reducao dos custos na utilizacdo da

citometria em imunodiagndstico.
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