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Resumo

No decorrer deste trabalho foram sintetizadas AuNPs com duas formas diferentes
(esféricas e em forma de estrela), recorrendo-se a metodologias de sintese com base em
metodologias de crescimento mediadas por nlcleos de crescimento, apresentando
tamanhos e revestimentos diferentes: as AUNPs em forma de estrela apresentavam-se
revestidas com 11-mercaptoundecandico (MUA) e as AuNPs esféricas revestidas com

citrato de so6dio ou MUA.

Depois de sintetizadas e caracterizadas, foi avaliada a toxicidade das AuNPs
esféricas e em forma de estrela nos modelos celulares HepaRG (antes e apos
diferenciacao celular), Caco-2 e hepatdcitos primarios de rato, utilizando os ensaios de
reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), incorporagéo
do vermelho neutro (VN) e libertagéo da lactato desidrogenase (LDH) (no caso das Caco-
2), 4 e 24 horas apo0s incubacéo. Foi ainda avaliado o efeito da forma (esférica e estrela)

na biodistribuicdo de AUNPs 24 horas apés administracéo oral a ratos.

Os resultados obtidos indicaram que as AuNPs utilizadas apresentaram toxicidade
para os modelos celulares em estudo nas concentragdes mais altas utilizadas no decorrer
deste trabalho. Mostrou-se também que o perfil de toxicidade néo foi igual para todos os
modelos celulares registando-se menor toxicidade para as células Caco-2. Foi ainda
possivel avaliar o efeito de parametros como o tamanho, revestimento e forma
registando-se que a forma das AuNPs afetou a viabilidade celular em todos os modelos
celulares em estudo, com as AuNPs esféricas a mostrarem-se mais toxicas. Contudo, a
forma pareceu ndo afetar o perfil de biodistribuicdo das AuNPs apds administragcéo oral

em ratos.

Palavras-chave: sintese mediada por nacleos de crescimento, nanoparticulas de ouro
(AuNPs), revestimentos, AuNPs esféricas, AuUNPs em forma de estrela, citotoxicidade,

células HepaRG, células Caco-2, hepatdcitos primarios de rato.
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Abstract

In this work, AuNPs with two different shapes were synthesized (spherical and star-
shaped AuNPs), using different methodologies based upon seed-mediated growth
synthesis. AuNPs with different sizes and coatings were synthesized: star-shaped AuNPs
were coated with 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA) and spherical AUNPs were citrate
or MUA-coated.

After synthetized and characterized, the toxicity of the spherical and star-shaped
AuNPs were evaluated in cellular models: HepaRG cells (before and after cellular
differentiation), Caco-2 cells and primary rat hepatocytes, using the (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium (MTT) reduction,
neutral red (NR) and lactate dehydrogenase (LDH) release (in the case of Caco-2 cells)
assays, 4 and 24 hours after incubation. It was also assessed the effect of the shape

(sphere and star) in the AUNPs biodistribution 24 hours after oral administration to rats.

The results indicate that the AuNPs used in this work, are toxic to the tested cellular
models at the highest concentrations. It was also shown that the toxicity profile is not the
same for all cellular lines with the Caco-2 cell line being more resistant to the cytotoxic
effects of the AuNPs. It was also possible assess the effect of parameters such as size,
shape and coating on cellular viability. In all cellular models sphere-shaped AuNPs
showed higher toxicity as compared with star-shaped AuNPs. However, the AuNPs shape
does not seem to significantly affect the biodistribution profile of the AuNPs after oral

administration to rats.

Keywords: Seed-mediated growth synthesis, Gold nanoparticles (AuNPs), coatings,
spherical-AuNPs, star-shaped AuNPs, cytotoxicity, HepaRG cells, Caco-2 cells, primary
rat hepatocytes.
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1.1 Nanotecnologia

Em 1959, o fisico norte-americano Richard Feynman introduz pela primeira vez o
conceito de nanotecnologia no seu trabalho “There’s a plenty of Room at the Bottom”
mostrando novas maneiras de pensar sobre a manipulacéo e controlo de materiais numa

escala tdo pequena quanto a escala atébmica e molecular (1).

O termo “Nanotecnologia” aparece apenas em 1974, proferido pelo professor Norio
Taniguchi, para descrever as tecnologias que permitem a construcdo de materiais a
escala nanométrica. Desde entdo, muito evoluiu, com a nanotecnologia a ser considerada
0 proximo passo em ciéncia, tratando-se de uma ciéncia multidisciplinar integrando
conhecimentos de Engenharia com conhecimentos nas areas da Quimica, Biologia e
Fisica, associando-se muitas vezes o termo Nanotecnologia a materiais inovadores e

altamente promissores (2).

Assim, o impacto socioecondmico da nanotecnologia em certas atividades industriais
tem vindo a crescer, com um grande numero de produtos de consumo contendo
nanomateriais na sua composicao, ja disponiveis no mercado (2; Project on Emerging
Nanotechnologies (2014). Consumer Products Inventory. Acedido em 06/08/2015, em
http://nanotechproject.org/cpi). Mas a pesquisa cientifica e tecnolégica em nanotecnologia
parece mostrar avangos e resultados promissores em areas tdo diversas como a
eletrénica, medicina e saude, energia, biotecnologia e industria alimentar, fornecendo as
diferentes industrias a capacidade de criar produtos mais confidveis, mais eficientes, mais
seguros, amigos do ambiente e, em muitos casos, produtos cuja producdo seria
impossivel de outra forma (4). Assim, parece cada vez mais que a nanotecnologia sera a

proxima revolugdo industrial.

Para um material ser considerado numa escala nanométrica deve ter pelo menos uma
das dimensdes externas com tamanho igual ou inferior a 100 nm, sendo que 1 nm
corresponde a 10°m (5). Em termos comparativos, um Unico fio de cabelo humano tem
cerca de 80000 nm de largura e um glébulo vermelho 7 000 nm, enquanto, uma
molécula de agua apresenta 0,3 nm de diametro (6) (Figura 1). Assim se percebe que os
nanomateriais podem ocorrer naturalmente na natureza. Por exemplo, a molécula de
ADN é considerada nanomaterial, uma vez que apresenta largura de 2,5 nm (7). Outros
exemplos s@o os constituintes do leite, como as caseinas, a lactose e as proteinas do
soro, com dimensdes entre 0,5 e 300 nm (8). Os nanomateriais podem ainda ocorrer de

forma acidental ou serem propositadamente manufaturados.
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Molécula da aspirina Globulo Vermelho Fio de cabelo humano

Figura 1. A escala nanométrica. Adaptado de https://www.vet.purdue.edu/cpr/

Contudo, devido a falta de uma definicdo oficial, muitas séo as definicbes dadas ao
termo Nanotecnologia, bem como a termos associados como “Nanociéncia” ou
“Nanomaterial”. Assim, num relatério de 2004, a Sociedade Real e a Academia Real de

Engenharia Britanicas (6) definiram os termos anteriores da seguinte forma:

“Nanociéncia é o estudo dos fendbmenos e manipulagdo de materiais nas escalas
atdmica, molecular e macromolecular, onde as propriedades diferem significativamente

relativamente a uma escala superior.”

“A Nanotecnologia foca-se no desenho, caracterizacéo, producéo e aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas confinando a forma e o tamanho a escala

nanométrica.”

Da mesma forma, em 2011 a Comissdo Europeia define “Nanomaterial” como um
“‘material natural, acidental ou manufaturado, que contém particulas num estado
desagregado ou na forma de um agregado ou aglomerado, e cuja distribuicdo namero-
tamanho apresenta pelo menos 50% das particulas com uma ou mais dimensdes
externas na gama de tamanhos compreendidos entre 1 nm e 100 nm’
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/nanotech/fag/definition_en.htm. Acedido a

06/08/2015).



O crescente interesse em torno da nanotecnologia e dos nanomateriais deve-se ao
facto destes materiais apresentarem caracteristicas significativamente diferentes dos
materiais numa escala maior. Por exemplo, a diminuicdo do tamanho tem sido associado
ao aumento da reatividade (quimica, elétrica, etc.) do material devido ao aumento da area
de superficie especifica (em alguns casos, materiais que sdo quimicamente inertes,

quando produzidos em escala nanométrica, tornam-se reativos) (6).
1.1.1 Nanotecnologia e produtos de consumo

O crescimento exponencial da nanotecnologia tem levado a aplicacdo de
nanomateriais numa variada gama de produtos de consumo (produtos com os quais o
publico em geral contacta diretamente), como por exemplo os produtos provenientes da

indastria alimentar, e produtos utilizados na area da medicina e saude.

Na indastria alimentar, a nanotecnologia tem sido aplicada ao longo da cadeia de
producdo alimentar desde a agricultura, passando pelo processamento e embalamento
alimentar, podendo chegar ao consumidor final. Encontra ainda aplicacdes na area da
suplementacdo alimentar. Algumas dessas aplicacdes incluem o aumento da absorcao
de nutrientes, nanossistemas de cedéncia de biocompostos, nanoencapsulamento de
sabores e/ou aromas para melhoria sensorial de produtos, sensores para a detec¢do de
agentes patogénicos ou gases, estabilizacdo de compostos ativos, prote¢do contra a
oxidacado e extensdo do tempo de validade por via do embalamento ativo (9).

Com a aplicagdo de inovacdes nanotecnologicas a nivel da medicina e salde,
apareceu uma nova area de estudos que tem sido intensamente explorada, a
nanomedicina. As potenciais aplicacbes médicas da nanotecnologia destinam-se
predominantemente ao diagnostico e monitorizagdo, mas também a obtencdo de
nanossistemas de cedéncia de farmacos (10). Por exemplo, para diagnéstico, é esperado
gque 0os nhanomateriais e nanodispositivos identifiquem a patologia num estado precoce,
dando a oportunidade de intervencdo especifica ainda antes da detecdo por via
sintomatica. Assim, a nanomedicina apresenta oportunidades Unicas na luta contra varias
doencas como cancro, diabetes, doencas degenerativas e infe¢des por bactérias, fungos

e virus.

A aplicacdo da nanotecnologia estende-se a outras areas de produtos de consumo
além das descritas. A industria cosmética (11) e téxtil (12) sdo também areas onde a
nanotecnologia tem sido aplicada para a criagdo de produtos inovadores e que

correspondam as expectativas elevadas dos consumidores. Assim, a exposi¢cdo humana



a estes materiais, de forma intencional ou ndo, parece inevitavel, surgindo entdo dentro
da nanotecnologia uma nova é&rea de interesse e de extensiva pesquisa, a

nanotoxicologia.
1.1.2 Nanotoxicologia

A par da enorme versatilidade dos nanomateriais como fonte de valor, estes novos
materiais tém levantado grandes questfes relativamente a sua seguranca. Apesar da
intensa investigacdo, as certezas relativamente a sua segurancga ainda nao existem uma
vez que novos nanomateriais, com novas propriedades fisico-quimicas, estédo
continuamente a ser produzidos, sendo que, cada nanomaterial comporta-se como um
novo material e a extrapolacdo de informacao toxicoldgica de um tipo de nanomaterial
para outro tipo ndo é possivel. E entdo preciso avaliar os possiveis riscos para a
seguranca e saude provenientes da utilizacdo destes materiais.

Cientes desta problematica, em 2006, Maynard et al. (13) propuseram um conjunto de
cinco grandes “desafios” que deviam ser entendidos como estratégias de estimulacdo a

investigacdo para outros grupos que se focassem na seguranca dos nanomateriais:

e Desenvolvimento de instrumentagcdo com capacidade de monitorizar a

exposi¢cado a nanomateriais via ar e agua;

e Desenvolvimento e validagdo de métodos para avaliagdo da toxicidade de

nanomateriais manufaturados;

¢ Desenvolvimento de modelos capazes de prever o impacto dos nanomateriais

na saude da populacdo e ambiental;

¢ Desenvolvimento de sistemas robustos para a avaliacdo do impacto ambiental

e na saude durante todo o “ciclo de vida” do material;

e Desenvolvimento de programas de investigacdo estratégicos focados nesta

tematica.

Para dar resposta a necessidade de conhecer os perigos associados a utilizacdo da
nanotecnologia e dos nanomateriais, surge entdo uma nova disciplina que junta
conhecimentos quer da nanotecnologia, quer da toxicologia, a nanotoxicologia, que

deverd estudar os efeitos adversos dos nanomateriais nos organismos Vvivos e nos



ecossistemas mas também focar-se na prevencdo e atenuacdo desses efeitos adversos
(24).

Uma extensiva caracterizacdo das propriedades dos nanomateriais que incluem o
tamanho, forma, estado de aglomeracéo/agregacéo, propriedades de superficie como a
carga ou agentes de revestimento, é uma ferramenta essencial para a determinacdo da
correta correlagdo entre as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais e a sua

atividade biolégica.

A determinacao das diferentes vias de exposi¢cdo do organismo aos nanomateriais é
outro aspeto a ter em conta (15). A exposicdo pode ocorrer por varias vias que incluem a
inalacdo, injecdo (subcutanea, intraperitoneal e intravenosa), a ingestdo e dérmica. E
também importante saber se a exposi¢cdo € esporadica ou continuada, pois os efeitos
toxicoldgicos podem ser diferentes.

A bateria de ensaios para prever os potenciais riscos da exposicdo humana a
nanomateriais, é constituida por diferentes modelos para determinagdo da extenséo de

exposicao e toxicidade, nomeadamente modelos in vitro e in vivo (15).

Os modelos in vitro sdo conhecidos por serem sistemas biolégicos bastante
simplificados, capazes de uma avaliagdo dos efeitos dos xenobidticos e dos
nanomateriais de uma forma répida, de baixo custo, de facil execucdo, controlo e
interpretacdo dos resultados obtidos, sem as restricdes éticas que 0s ensaios in vivo
levantam (16). A sua principal vantagem reside no facto de permitirem a elucidacao de
mecanismos de toxicidade. Utilizam geralmente uma s6 linha celular, contudo é possivel
aumentar a complexidade destes ensaios usando mdltiplas linhas celulares de forma a
tentar mimetizar o que ocorre in vivo. Mas estes ensaios sdo apenas capazes de utilizar
uma combinacdo de um nuamero muito reduzido de linhas celulares, ndo sendo credivel
gue estes ensaios consigam efetivamente replicar as complexas interagbes que ocorrem
entre os diferentes tipos de células in vivo existentes num 06rgdo, ou entre diferentes
orgdos. Podem ainda utilizar células isoladas diretamente de animais, células primarias,
que teoricamente fornecerdo resultados de toxicidade mais fidedignos, mas implicam o
sacrificio do animal, pelo que as linhas celulares imortalizadas sdo preferidas em
detrimento das linhas primarias (17). Contudo, apesar de todas as implicacfes éticas, s6
ensaios in vivo podem dar respostas concretas para questdes tdo complexas como a
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) de nanomateriais (15). Mas
ambos o0s modelos de estudo apresentam limitagbes e muitas vezes, quando

comparados os resultados provenientes de cada um, é notéria uma grande discrepancia,



pelo que a extrapolacdo dos resultados de um modelo para outro ndo é possivel (17).
Mesmo entre ensaios in vivo (e in vitro) sdo muitas as discrepancias, como por exemplo
diferencgas entre doses/concentracoes e duracdo de exposicdo aplicadas. Apesar de todo
0 avanco, este campo de investigacdo ainda é relativamente novo e ainda € preciso

percorrer um longo caminho.

1.2 Os Nanomateriais

Foi ha mais de 2000 anos atras que os Romanos, ainda que sem conhecimento
cientifico, descobriram que a inclusdo de quantidades muito pequenas de ouro em vidro,
guer em forma de metal quer em forma de sal, produzia uma cor vermelha intensa se o
vidro fosse tratado convenientemente com calor. Este fendmeno deve-se a formacao de
nanoparticulas metalicas no vidro, que se formam quando este é aquecido, que séo
demasiado pequenas para dispersar a luz visivel, mantendo o vidro a sua transparéncia
(4). Um artefacto dessa altura e que suscita grande interesse € a taca de Lycurgus, feita
de vidro do tipo sédico-célcico com nanoparticulas de ouro e prata que reflete uma cor
esverdeada e transmite uma cor avermelhada (18). E a incorporacdo destes

nanomateriais que Ihe confere este efeito.

Nas ultimas décadas, com o aumento das aplicac6es da nanotecnologia, sdo cada
vez mais 0s produtos produzidos com componentes na escala nanométrica. Estes
nanomateriais tém sido classificados na literatura de véarias maneiras (19). Por exemplo,
podem ser classificados segundo a sua origem em nanomateriais que ocorrem

naturalmente, acidentalmente ou como nanomateriais manufaturados.

Por outro lado, podem ser classificados segundo a sua homogeneidade, em termos
de composicao quimica ou dimensdo, em homogéneos e heterogéneos. Nanomateriais
idénticos sdo aqueles que apresentam a mesma COMPOSICA0 quimica e a mesma
dimensao sendo que materiais com a mesma composi¢cdo mas de diferentes dimensbes,

geralmente apresentam propriedades diferentes.

Relativamente a sua natureza ou composicdo quimica, podemos classificar os

nanomateriais em inorganicos, organicos ou hibridos. Esta é a classificacdo mais

utilizada na literatura.



1.2.1 Nanomateriais inorganicos

Dentro da categoria dos nanomateriais inorganicos encontram-se nanoparticulas de
metais de transicdo como 0 ouro e a prata. As nanoparticulas de ouro (AuNPS) e prata
(AgNPs) sdo das particulas mais estudadas e usadas.

Outras nanoparticulas inorgéanicas incluem éxidos metalicos como o diéxido de titanio,
diéxido de zinco, 6xido de aluminio, 6xidos de ferro, entre outros. As nanoparticulas de

silica sdo também muito utilizadas.

H& ainda que referir a existéncia de nanocristais semicondutores comumente
conhecidos por “quantum dots” (QDs) (20) constituidos por cadmio, selénio e outros
elementos dos grupos Il a VI da tabela periddica e que apresentam propriedades o6ticas,
eletronicas, eletroguimicas e cataliticas excecionais que Ihes conferem grande interesse
(29).

1.2.2 Nanomateriais organicos

Os nanomateriais organicos incluem os nanomateriais constituidos por atomos de
carbono, como é o caso dos fulerenos (moléculas de carbono em forma de caixa que
contém anéis pentagonais e hexagonais, e incluem uma gama de isdmeros sendo 0 Cgo €
C+0 0s mais estudados), os QDs de grafeno e as nanofibras de carbono com diametros
na escala nanométrica (19). Outros nanomateriais com base em atomos de carbono
incluem os nanodiamantes, nanocones e 0s nanotubos com uma, duas ou mdltiplas

camadas de grafeno.

Outros nanomateriais organicos que tém despertado interesse, com maior incidéncia
na area alimentar e na medicina, sdo 0s lipossomas, nanomicelas, nanoemulsbes e

nanoparticulas poliméricas (21).
1.2.3 Nanomateriais hibridos

Os nanomateriais hibridos caracterizam-se pela utilizacdo de dois tipos de
nanocomponentes, formando um Unico nanossistema. Estes nanomateriais juntam as
propriedades dos dois componentes, que podem ser complementares ou que
estabelecem efeitos sinergisticos entre si, de forma a obter as caracteristicas pretendidas
(29).



Sao exemplos a ligacdo de biomoléculas a nanoparticulas metalicas (22) e a ligagéo
de moléculas inorganicas a matrizes poliméricas organicas para obtencdo de

propriedades térmicas, mecanicas, elétricas e 6ticas melhoradas (23,24).

1.3 Técnicas de sintese de nanomateriais

S&o varias as técnicas capazes de produzir diferentes nanomateriais. Estas técnicas
podem ser classificadas em técnicas “bottom-up” e “top-down”, e diferenciam-se pelo

modo com que abordam a produgéo do nanomaterial (Figura 2).

Top-down process
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Figura 2. Técnicas para a producdo de nanomateriais: técnicas "bottom-up" (de baixo
para cima) e "top-down" (de cima para baixo).
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As técnicas de “bottom-up” baseiam-se na produgéo de nanoestruturas a partir de
estruturas menores, como atomos e moléculas, sendo que estas estruturas menores sao
desenhadas de forma a terem caracteristicas especiais, que as tornam capazes de

formar espontaneamente estruturas supra-moleculares organizadas e bem definidas (25).

As técnicas de “top-down” partem do material a escala macroscépica, sendo criadas
progressivamente estruturas mais pequenas por processos fisicos, como a litografia, até

se obter o material desejado em escala hanométrica (26).

As técnicas “top-down” tém a vantagem de permitir a producdo de nanomateriais com
tamanhos e dispersdo de tamanhos bem definidos. Contudo, sdo necessarias grandes
guantidades de material, apresentando baixos rendimentos e elevados consumos

energéticos (27).

Por outro lado, as técnicas de “bottom-up” sdo bastante mais simples de implementar,
apresentam rendimentos mais elevados e custos energéticos menores. Contudo, devido

a necessidade de parar o crescimento de todos 0s nanomateriais ao mesmo tempo,
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podem apresentar uma grande dispersdo de tamanhos. Estas técnicas implicam ainda,
normalmente, a utilizacdo de um agente que adsorve a superficie dos nanomateriais
controlando o seu crescimento. Estes agentes de revestimento, por exemplo surfactantes
ou polimeros, séo utilizados para evitar a agregacgao e precipitagdo dos nanomateriais em
suspensao (27).

No caso das nanoparticulas metalicas, consoante o seu processo de sintese, podem
adquirir diferentes morfologias e tamanhos. Assim, além de ser necessario controlar o
tamanho das nanoparticulas, é ainda necessario controlar a sua morfologia que dara

origem a diferentes propriedades quimicas e fisicas.

No decorrer deste trabalho, foram utilizadas técnicas que se enquadram na categoria

“bottom-up”.

1.4 Caracterizacdo de nanomateriais

O desenvolvimento de metodologias analiticas, para a rapida e rigorosa
caracterizacdo dos nanomateriais € de especial interesse para o desenvolvimento da
nanotecnologia. O conhecimento das caracteristicas fisicas, como por exemplo o
tamanho, quimicas como a composi¢cdo, bem como caracteristicas biologicas como a
toxicidade, sdo essenciais. Assim, sdo varias as técnicas disponiveis para a
caracterizacdo dos nanomateriais e da sua superficie quimica. As diferentes técnicas
podem ser classificadas em técnicas microscopicas, espectroscopicas e de separagao
(29).

1.4.1 Técnicas microscépicas

Dentro das técnicas microscopicas, as técnicas mais utilizadas para a caracterizagédo
de nanomateriais sdo a microscopia eletronica de transmissdo (TEM), TEM de alta
resolucéo, microscopia eletronica de varrimento, microscopia de varrimento com sonda,

nomeadamente microscopia de for¢a atdbmica e microscopia de corrente de tunelamento.

Estas técnicas, além das imagens dos nanomateriais, fornecem informacgdes relativas
ao estado de agregacéo, dispersdo, tamanho, estrutura e forma dos nanomateriais. No
entanto, apresentam a desvantagem de sofrerem da subjetividade do operador, implicita
quando este decide qual parte da amostra é fotografada, sendo que para uma avaliagéo
precisa da distribuicdo de tamanhos é necessario contar e medir um grande numero de
particulas de forma a obter dados estatisticos fiaveis. Outra desvantagem reside no facto
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de estas técnicas serem, no geral, destrutivas ou seja, a mesma amostra ndo pode ser

analisada mais do que uma vez, nem por outro método de avaliacédo.
1.4.2 Técnicas espectroscopicas

Alguns métodos espectroscopicos tém sido também utilizados para analisar
nanomateriais. Por exemplo, técnicas com base em fluorescéncia sdo usadas para a
analise de nanoparticulas com fluorescéncia nativa forte, sendo caracterizadas pelo seu

espectro de absorcao ou de fluorescéncia.

Outra técnica utilizada € a espectroscopia de absor¢ao de ultravioleta/visivel (UV/Vis).
Esta técnica é utilizada principalmente para a caracterizacao de nanoparticulas metalicas,
sendo que o espectro obtido reflete as oscilagdes das nuvens eletronicas presentes na
interface metal-solucdo (superficies de ressonancia plasmonica). A concentracdo de
particulas pode ser determinada a partir de medigbes de absorcdo, desde que as

constantes Gticas das nanoparticulas sejam conhecidas.

Para determinar a composi¢cdo quimica de uma amostra, podem ser usadas técnicas
espectroscopicas como a espectroscopia de absor¢céo atomica (EAA), espectroscopia de
emissdo atébmica por plasma induzido, espectroscopia de emissdo O6tica por plasma
induzido e espectroscopia de massa por plasma induzido, especialmente em analises de
nanoparticulas metalicas. Apesar de apresentarem limites de detecdo baixos, séo

técnicas destrutivas.

Técnicas de dispersdo de luz sdo muito comuns para determinar o tamanho das
particulas. Entre as técnicas de dispersao, a dispersédo de luz dindmica (DLS) é das
técnicas mais utlizadas. A DLS apresenta a vantagem de requerer uma operacao
simples e rapida, com leitura diretamente do aparelho. Contudo, para sistemas
polidispersos, esta técnica apresenta limitacdes na interpretacdo e andlise critica dos

resultados obtidos.

Outras técnicas espectroscopicas utilizadas para a caracterizacdo de nanomateriais
incluem espectroscopia vibracional, nomeadamente espectroscopia de Raman e de
infravermelho, bem como espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, entre

outras.
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1.4.3 Técnicas de separagao

Técnicas de separacdo tais como cromatografia de exclusdo pelo tamanho,
cromatografia hidrodinamica, eletroforese capilar, dieletroforese bem como centrifugacéo
e dialise, podem também ser utilizadas para a caracterizagdo de nanomateriais, sendo

métodos muito sensiveis.

O método mais utilizado é a cromatografia de exclusdo pelo tamanho, contudo, pode
ocorrer adsorcao irreversivel dos nanomateriais em andlise a fase estacionaria da coluna

cromatogréfica.

1.5 Nanoparticulas de ouro (AuNPSs)

As AuNPs sdo dos nanomateriais mais estudados nas Ultimas décadas. O grande
interesse em torno destas nanoparticulas, com diferentes tamanhos e formas, reside no
facto de apresentarem caracteristicas Unicas que as tornam de especial interesse. Além
das suas propriedades Oticas e eletroquimicas, estas nanoparticulas sdo de facil
preparacdo e modificacdo (28). As suas propriedades Unicas fazem com que estas

nanoparticulas sejam utilizadas em diversas areas.

As aplicagbes biomédicas das AuNPs incluem a libertagcdo de farmacos diretamente
no alvo desejado (29). Estes sistemas de cedéncia de farmacos aumentam a
solubilidade, a estabilidade e a biodistribuicdo do farmaco e ainda podem atuar como

reservatorios de farmaco permitindo a sua libertagéo de forma controlada e sustentavel.

A imagem ética de células e tecidos (30) € outra das aplicagbes biomédicas das
AuNPs. A utilizagdo de AuNPs em imagiologia deve-se a sua superficie de ressonancia
plasmonica. A aplicagdo mais tradicional das AuNPs em imagiologia, chamada
imunomarcacgédo, envolve a sua conjugagdo a anticorpos que se vao ligar a antigénios
presentes nas células, podendo ocorrer a sua visualizagdo por técnicas de contraste
como microscopia de contraste de fase, microscopia de fluorescéncia ou X-Ray scattering
(31).

As AuNPs sdo ainda utilizadas no diagnéstico de patologias como cancro, doenga de
Alzheimer, hepatite B, tuberculose e diabetes, e na terapia de véarias doencas como a
artrite reumatoide e diversos tipos de cancro. No combate ao cancro, as AuNPs séo
utilizadas devido as suas propriedades anti-angiogénese. A angiogénese, processo
complexo regulado por diversos fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos, consiste
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na formacéo de novos vasos sanguineos a partir de outros ja existentes. Tem um papel
crucial no crescimento e difusdo do cancro, jA que as células cancerigenas tém a
capacidade de desregular o equilibrio entre os fatores pro- e anti-angiogénicos no sentido
de promover a angiogénese. Estes novos vasos sanguineos vao permitir o acesso de
oxigénio e nutrientes as células cancerigenas permitindo o seu crescimento e difusédo. As
AuNPs atuam como inibidores de fatores pré-angiogénicos, como é o caso do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), proteina responsavel pela regulagdo da
permeabilidade de vasos sanguineos cancerigenos (32). Outras terapias associadas a
cancro que podem utilizar AUNPs sdo a terapia por radiofrequéncia e a terapia por efeito
fototérmico das AuNPs (31). Também na artrite reumatoide, as AuNPs atuam como
inibidores de fatores pré-angiogénicos, uma vez que a angiogénese tem um importante
papel na formagdo e manutencdo desta patologia. Assim, as AuNPs sdo utilizadas de

forma a diminuir a inflamacé&o das articulagbes associadas a artrite reumatoide.

Na industria alimentar, as AuNPs sao utilizadas, por exemplo, como nanossensores
para detecdo de contaminantes ou adulterantes em alimentos, por mudancgas de cor das
nanoparticulas na presenca dos compostos em quest&o. E o caso das AuNPs ligadas a
acido ciandrico que se ligam seletivamente a melamina, um adulterante utilizado para
inflacionar o teor em proteina em alimentos para animais e formulagbes infantis. A
agregacédo causada pela melamina causa uma mudancga de cor das AuNPs de vermelho
para azul (33). Outra aplicagdo das AuNPs na industria alimentar refere-se ao seu uso
como ensaios colorimétricos altamente sensiveis para a detecdo de diferentes agentes

patogénicos como Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium (34).
1.5.1 Caracteristicas e propriedades 6ticas das AuNPs

As suspensbes coloidais de AuNPs possuem cores intensas, que variam de acordo
com o seu tamanho e morfologia, que sdo dependentes do processo de sintese (32).
Assim, dependendo do método de sintese utilizado, podem-se obter nanoparticulas
isotrépicas como as nanoparticulas esféricas ou nanoparticulas anisotrépicas como por
exemplo em forma de estrela, triangulos, cubos, etc. (31). O controlo destes parametros
durante o processo de sintese de nanoparticulas representa um grande desafio, uma vez

gue tém uma grande influéncia nas suas propriedades oticas.
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Figura 3. Representacdo esquemética da interacdo dos eletrdes da banda de conduc¢éo
com o campo eletromagnético de uma nanoparticula metalica. Adaptado de (35).

Na origem das cores intensas que as suspensodes coloidais de AUNPs apresentam, e
de outras nanoparticulas metalicas, esta o fenémeno fisico de ressonancia plasménica de
superficie, resultante da interagdo do campo elétrico da luz incidente com os eletrbes
presentes na banda de conducdo do metal, que promovem a oscilacdo dos mesmos
induzindo a formacéo de dipolos de AuNPs (Figura 3) (35).

Para o caso de metais com eletrdes de conducao livre, ou seja eletrées na banda d,
como € o caso do ouro, este fendmeno leva a que ocorram absorc¢des fortes na zona do
visivel. Assim, uma suspensao coloidal de AuNPs esféricas apresenta tipicamente uma
banda plasmonica de intensa absorcdo por volta dos 520 nm, responsavel pela sua
coloracdo vermelha (29). Contudo, quando as AuNPs apresentam tamanhos na ordem
dos 100 nm, esta banda pode desviar-se para 0os 600 nm (36).

No caso das nanoparticulas metélicas anisotrépicas, como é o caso das AuNPs em
forma de bastonete (rod shaped) e em forma de estrela, as solu¢cdes coloidais
apresentam geralmente mais que uma banda de absorcéo (37). As AUNPs em forma de
estrela exibem duas bandas de absorcdo, que nem sempre sdo bem definidas devido a
fraca monodispersdao que estas nanoparticulas geralmente apresentam (36). O
aparecimento de duas bandas deve-se ao facto do comprimento de onda de ressonéncia
depender da orientagdo do campo eletromagnético, sendo possiveis oscilacbes
longitudinais e transversais. A ressonancia plasmonica destas particulas resulta da
hibridizacdo da excitagdo coletiva dos eletrbes do nucleo, e de cada ponta individual da

particula (36).

Outros fatores além do tamanho e forma, podem influenciar a localizacao das bandas
plasmonicas, e consequentemente a cor das suspensfes, nomeadamente a distancia
entre particulas. Quando as particulas se encontram muito préximas, ou quando ocorre

agregacdo das nanoparticulas em suspensao, ocorrem alteracbes na ressonancia
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plasmonica, pois pode ocorrer interagdo entre a oscilagdo de eletrdes das particulas em
contacto quando ha interagdo com um campo elétrico. Tal pode levar ao desvio da banda
plasmonica para maiores comprimentos de onda. A agregacao das AuNPs pode entédo
ser detetada macroscopicamente pela mudanca de cor da suspenséao (19).

1.5.2 Sintese de AuNPs

Historicamente, a utilizacdo de nanoparticulas de ouro remonta ha muitos séculos

atras na decoracédo de vitrais de vidro (19).

Do ponto de vista cientifico, Michael Faraday, hd mais de 100 anos, foi o primeiro a
sintetizar coloides de ouro, por reducdo quimica, a partir de uma solucdo de cloreto de
ouro. No entanto, nas Ultimas décadas o interesse na sintese de nanoparticulas de ouro
aumentou, com estas novas técnicas a centrarem-se na capacidade de controlar o

tamanho, forma, estrutura e propriedades de superficie destas nanoparticulas.

Tal como outros nanomateriais, as AuUNPs podem ser preparadas por técnicas “top-
down” ou técnicas “bottom-up”. Na abordagem “top-down”, ouro num estado de maior
tamanho é sistematicamente partido para dar origem a nanoparticulas de ouro do
tamanho pretendido. Contudo, esta abordagem n&o permite um bom controlo do tamanho
e forma das nanoparticulas, e a sua funcionalizagdo é limitada. Pelo contrario, na
abordagem “bottom-up” a formagao das AuNPs ¢ feita a partir de moléculas individuais
envolvendo reducéo biologica ou quimica. O método de reducdo quimica envolve dois
passos: nucleacdo e crescimento sucessivo. Quando a nucleagdo e o crescimento sdo
feitos no mesmo processo, ocorre sintese in situ; caso contrario, € apelidado por método

mediado por nucleos de crescimento (38).

No ambito deste trabalho, para a sintese de AuNPs, foram utilizados métodos de
crescimento mediado por nucleos de crescimento com base na redugédo quimica do ouro
por acdo do citrato de sodio para a sintese de nanoparticulas esféricas, e um método
sem surfactante, também mediado por nlcleos de crescimento, para a sintese de
nanoparticulas em forma de estrela. E contudo necessario perceber um pouco de que
forma ocorre a sintese de AuNPs in situ, uma vez que AuNPs sintetizadas por este
método sao também utilizadas como ndcleos de crescimento para o método de

crescimento mediado e para posterior funcionalizacéo.
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1.5.2.1 Sintese de AuNPs in situ

Geralmente, a preparacdo de AuNPs por redugdo quimica envolve duas partes. Na
primeira parte ocorre a reducdo por acdo de agentes redutores como boro-hidretos,
hidrazina, formaldeido, hidroxilamina, monéxido de carbono entre outros. Na segunda
parte ocorre a estabilizagdo por determinados agentes como citrato de sédio, ligandos de

enxofre, fésforo ou com base em azoto ou oxigénio, polimeros ou surfactantes (38).

Um dos métodos mais utilizados na sintese de AuNPs é o método de reducédo pelo
citrato, onde o citrato atua como agente de estabilizagcdo e como agente redutor (39-41).
Neste método, utilizado para a sintese de AuNPs esféricas, a sintese ocorre por via da
reduc@o quimica do ouro, e foi inicialmente descrita por Turkevich et al. (39) em 1951.
Contudo, ja varios estudos foram conduzidos com o intuito de melhorar o método,
tornando-o mais eficiente e passivel de controlar mais eficazmente certos parametros,

como o tamanho, forma e dispersédo de nanoparticulas.

No método de reducdo pelo citrato, o ouro proveniente do agente percursor, acido
tetraclorodurico (l11) (HAuCls) em solugéo aquosa e a temperatura de ebulicdo, € reduzido
a ouro metdlico por acéo do citrato de sédio, um agente redutor fraco (42,43).

=]

Citrato 4 N,
HAuCIs (aq) > o S8 Au A
(Calor) S <

Figura 4. llustragdo do método de sintese pelo método de reducéo do citrato em solu¢do aquosa.
Adaptado de (19).

Além de funcionar como agente redutor, o citrato de sodio funciona também como
agente de revestimento. Assim, o citrato é adicionado em excesso ao meio reacional. A
medida que ocorre a reducdo do ouro, 0 excesso de citrato adicionado vai permitir que
ainda haja citrato, que sob a forma de ido citrato carregado negativamente, € adsorvido a

superficie das AuNPs.

A adsorcao do agente de revestimento, neste caso o citrato, a superficie das AuUNPs
ja formadas, vai prevenir a formacdo de agregados e o crescimento descontrolado de
particulas, uma vez que as AuNPs revestidas em suspensdoo se vao repelir entre si

devido a repulsbes electroestaticas. Um agente de revestimento com baixo poder de
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adsorcdo as nanoparticulas, ou uma concentracdo do agente em solugdo insuficiente
para ser adsorvido a toda a superficie das nanoparticulas, pode resultar na diminuicédo
das forcas repulsivas entre particulas, na sua aproximacéao e, por fim, levar a agregacao.
Em alguns casos, séo utilizados outros materiais de revestimento como surfactantes ou
polimeros como agentes estabilizadores para a prevencdo da agregacdo das
nanoparticulas em solugdo (27). A utilizacdo de surfactante na sintese de nanoparticulas
€ também importante para o controlo do crescimento, nomeadamente no controlo do seu

tamanho e forma final (44).

A reacao deve ser conduzida a temperaturas elevadas, uma vez que o citrato ndo é
capaz de reduzir metais a temperatura ambiente devido ao seu baixo poder redutor. A
reducdo da temperatura de reacdo afeta drasticamente as nanoparticulas sintetizadas,
pelo aumento do seu tamanho e formagao de nanoparticulas de formas irregulares (41).

A partir dos estudos posteriores a sintese descrita por Turkevich em 1951, (41,45) é
possivel perceber que parametros como a temperatura, razdo molar entre ouro/citrato,
velocidade de agitacdo e tempo de reagcdo tém efeito direto no aspeto e estabilidade
coloidal das nanoparticulas. Este €, contudo, um método que se caracteriza pela sua
facilidade, rapidez, reprodutibilidade e a partir do qual se obtém nanoparticulas com
pouca dispersao, de forma esférica e bastante estaveis.

No entanto, para nanoparticulas acima dos 20-30 nm, com este método, a distribuicao
de tamanhos das nanoparticulas formadas ndo € o mais desejavel, e as particulas nao
sdo uniformes relativamente a forma (41). Mais recentemente, métodos de sintese
usando uma estratégia de crescimento mediado por nucleos de crescimento com base no
método classico de Turkevich, sdo considerados métodos mais eficientes no controlo do

tamanho e forma das AuNPs sintetizadas (46,47).

1.5.2.2 Sintese de AuNPs pelo método de crescimento mediado por

nucleos de crescimento

No método de crescimento mediado por nucleos de crescimento as particulas
“crescem” passo a passo. Este método envolve, geralmente, dois passos. No primeiro
passo 0s nucleos de crescimento (AuNPs de pequeno tamanho) séo sintetizados; no
segundo passo, 0s nucleos de crescimento sdo adicionados a uma solucdo de

crescimento que contém HAuCl., agentes estabilizadores e redutores. Entdo o ouro,
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recém-reduzido pelos agentes redutores, adsorve a superficie dos ndcleos de

crescimento, formando particulas maiores.

Os agentes de reducao usados no segundo passo, sdo apenas capazes de reduzir o
ouro na presenca dos nacleos de crescimento de ouro (que atuam como catalisadores).
Assim, o ouro recém-reduzido s6 € capaz de se formar & superficie dos nucleos de
crescimento, sem que ocorra nucleacdo de novas particulas em suspensdo. Este
segundo passo pode ser repetido de forma a continuar o processo de crescimento das
particulas.

A formacdo dos nulcleos de crescimento de ouro para usar no método de sintese
mediado por nucleos de crescimento, € determinante e intrinsecamente relacionada com
o tamanho, forma e propriedades da superficie das AuNPs que se pretende sintetizar,
caracteristicas essas que sao controladas pela quantidade e natureza do agente redutor

e estabilizador usados, bem como com o seu racio relativamente ao percursor de ouro.

Para a sintese de AuNPs esféricas pelo método de crescimento mediado por nlcleos
de crescimento, em alguns casos, o citrato de sddio pode ser usado como agente redutor

e estabilizador nos diferentes passos (48).
1.5.3 Funcionalizacdo de AuNPs

Tais como outros tipos de nanoparticulas, depois de sintetizadas, as AuNPs podem
ser funcionalizadas ocorrendo modificacdbes das propriedades de superficie das
particulas, conferindo-lhes caracteristicas especificas 6timas para o fim a que foram

destinadas.

A funcionalizagdo de nanoparticulas metalicas, como € o caso das AuNPs, é um
procedimento frequente e efetuada por diversos motivos, nomeadamente a estabilizagédo
de nanoparticulas muito reativas, ou com tendéncia a agregar num determinado meio
(solvente) onde estdo dispersas, a alteracdo da superficie das nanoparticulas com
moléculas bifuncionais constituidas por uma extremidade que promove a ligacdo a
superficie da nanoparticula e outra responsavel pelo reconhecimento molecular por parte
de moléculas especificas, e por fim, promover o revestimento da nanoparticula com uma

monocamada de ligandos com elevada estabilidade termodinamica (49).

Dependendo do metal e do solvente onde as nanoparticulas estdo dispersas, é
necessario escolher os ligandos certos para a obtencdo de nanoparticulas estaveis. Os

ligandos tém que se ligar a superficie da nanoparticula metélica por interacdes atrativas
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como a quimissorcdo, a atracdo eletrostatica ou a interagdo hidrofébica, geralmente
fornecida por uma extremidade do ligando (44).

B c ‘O

Figura 5. Diferentes abordagens para a funcionalizagdo de nanoparticulas: A — Revestimento com
uma monocamada de ligando com elevada estabilidade termodinamica; B — Adsorcéo superficial
de um surfactante ou um polimero de forma a promover repulsdes eletrostaticas e/ou estéricas
inter-particula para manter a estabilidade cinética da dispersdo de nanoparticulas; C -
Revestimento com moléculas de forma a tornar a nanoparticula funcional, nomeadamente pela
capacidade de se ligar a elementos especificos de reconhecimento molecular ou modificando a
sua hidrofilia. Adaptado de (49).

Sado varios os grupos funcionais com afinidade para superficies inorganicas. O
exemplo mais famoso é a afinidade do grupo tiol (-SH) pelo ouro. Além do tiol, outros
grupos funcionais como o nitrilo (-CN) e amina (-NH;) tém afinidade por nanoparticulas
metdlicas, e esta caracteristica tem sido utli no &mbito da funcionalizacdo das

nanoparticulas (50).

Contudo, a funcionalizagcao de AuNPs é mais eficaz com grupos tiol relativamente aos
outros grupos mencionados, uma vez que a interacdo molecular entre o ouro e 0S grupos
gue contenham enxofre é bastante elevada, e tem sido amplamente utilizada em diversas
aplicagbes (50). Um exemplo de molécula utilizada para a funcionalizacdo de AuNPs é o
acido 11-mercaptoundecandéico (MUA), que é um hidrocarboneto linear bifuncional com

um grupo tiol numa extremidade e um grupo carboxilico na outra.

MUA

HS OH

Figura 6. Estrutura quimica do acido 11-mercaptoundecandico (MUA). Retirado de (140).

Um procedimento amplamente utilizado para a funcionalizacdo de nanoparticulas
metélicas € a formacdo de superficies Self-Assembled Monolayer (SAM). Estas

superficies sdo constituidas por uma camada organizada de moléculas que possuem
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numa extremidade o chamado “grupo de cabega”, normalmente constituido por grupos
tiol, com afinidade para metais nobres, e na outra extremidade o grupo funcional terminal,
que posteriormente podera interagir com biomoléculas de interesse (51,52). Por exemplo,
podem ser utilizados péptidos para formar estas superficies de forma a conferir as
nanoparticulas propriedade de superficie similares as proteinas (53).

7

A modificagdo da superficie de nanoparticulas metalicas é uma estratégia
imprescindivel para a expansao destas particulas a varios campos de investigacdo e
aplicacdo, como aqueles ja referenciados acima para as AuNPs.

1.6 Toxicidade das AuNPs

Com a utilizagdo cada vez mais frequente de nanomateriais em diversas areas, €
necessario perceber qual o seu perfil toxicoldgico. Estudos toxicolégicos ja realizados
sugerem que as nanoparticulas podem causar efeitos adversos na saude, mas relagbes
diretas de causa-efeito ainda estdo por definir. A interacdo destas particulas com

sistemas biol6gicos como é o caso das células, € uma das areas de investigacao de
maior urgéncia dentro da ciéncia de materiais, biologia e medicina (54).

No &mbito da nanotoxicologia, disciplina que junta conhecimentos da nanotecnologia
e da toxicologia, sdo utilizados modelos biol6gicos como 0s modelos in vitro e in vivo para
prever os potenciais riscos da exposicdo humana a nanomateriais. E ainda necessaria
uma avaliacdo dos varios fatores que podem influenciar a toxicidade destes materiais,
nomeadamente as suas propriedades fisico-quimicas e as caracteristicas especificas de
cada tipo de linha celular. Estes e outros fatores influenciam a interagdo das
nanoparticulas com as células e/ou a sua internalizacdo, que por sua vez sdo

determinantes nos efeitos citotdxicos provocados.
1.6.1 Mecanismos de internalizacdo de nanoparticulas

Um dos aspetos mais importantes na avaliagdo da toxicidade das nanoparticulas,
nomeadamente daquelas com aplicabilidade nos produtos de consumo, € a via de

internalizacao destes materiais nas células, bem como a extensédo da mesma.

Sao varios os estudos que indicam diferentes mecanismos de internalizagdo de
nanoparticulas pelas células, sendo o processo de endocitose, 0 processo mais provavel

de internalizagdo de nanomateriais (55-57).
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A endocitose € uma forma ativa de transporte, onde a célula sequestra o nanomaterial
por via da formacgéo de vesiculas ou vacuolos na membrana citoplasmatica. Este tipo de
transporte engloba dois mecanismos de internalizacdo de nanomateriais pelas células, a

fagocitose e a pinocitose.

A fagocitose é o mecanismo predominante na internalizacdo de particulas com
tamanho superior a 500 nm. Este mecanismo é restrito a determinado tipo de células,

como € o caso das células do sistema imunitario como os macréfagos ou monadcitos (19).

A pinocitose, mecanismo que pode ser executado por todos os tipos de células, pode
ocorrer por, pelo menos, quatro vias diferentes: a macropinocitose, endocitose mediada
pela clatrina, endocitose mediada pela caveolina e endocitose por vias alternativas (19).
Na macropinocitose formam-se saliéncias membranares, com mais de 1 um, que
englobam grandes porcdes de fluido, de uma forma ndo especifica, que podem conter
nanoparticulas se estas se encontrarem nas imediacfes da membrana plasmética. A
endocitose mediada pela clatrina ocorre em regifes especificas da membrana celular que
estdo enriquecidas com a proteina citosolica clatrina. Particulas com tamanhos entre 120
e 150 nm podem ser internalizadas dentro das vesiculas de clatrina. Na endocitose
mediada pela claveolina formam-se invaginacdes em forma de baldo com 50-80 nm nos
dominios hidrofébicos da membrana plasmatica. Além destes mecanismos dependentes
da clatrina e caveolina, outros mecanismos independentes podem levar a internalizacéo

de nanomateriais pelas células (58).

Além dos mecanismos de transporte ativo mencionados, a internalizacdo de
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nanomateriais pelas células pode ocorrer por transporte passivo (59).
1.6.2 Mecanismos de citotoxicidade de AuNPs

O ouro é considerado inerte e biocompativel. Da mesma maneira, as AuNPs sao
geralmente consideradas ndo téxicas (60). Apesar disso, sdo alguns os estudos que
confirmam que as AuNPs podem provocar alguns efeitos adversos quando sédo captadas
e se armazenam dentro das células uma vez que estas nanoparticulas podem tornar-se

catalisadores efetivos.

BN

Sao varios 0s mecanismos associados a toxicidade de AuNPs. Um desses
mecanismos € a interacdo com o 4cido desoxirribonucleico (ADN), também chamado de
genotoxicidade. As AuNPs podem interagir com o ADN por dois motivos principais:
primeiro porque AuNPs com tamanho a rondar os 1,4 nm coincidem com o tamanho do
sulco maior do ADN e segundo porque o ouro, como metal mais eletronegativo,

facilmente é atraido para os sulcos do ADN que tém um ambiente negativo (61).

Outro mecanismo de toxicidade descrito para as AuNPs é a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem perturbar o equilibrio entre processos
antioxidantes e oxidantes que ocorrem no interior das células, ocorrendo stress oxidativo
(62). As nanoparticulas podem gerar ROS por diferentes mecanismos: degradacdo do
revestimento ou de toda a particula levando a libertacdo de iGes livres, a interagdo com
organelos celulares como a mitocéndria ou com proteinas como a nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) oxidase e a interacdo com recetores a superficie e ativacédo
de vias de sinalizacéo intracelulares (63). O stress oxidativo causado pelas AuNPs pode
ser resultado da producéo de ROS diretamente pelas préprias, ou por efeitos secundarios
devidos a sua endocitose e interacdo com biomoléculas intracelulares ou organelos, que
conduzem a uma resposta oxidativa por parte das células. De facto, o0 dano mitocondrial,
muitas vezes provocado pelo stress oxidativo, pode levar a uma profunda alteracdo do

funcionamento mitocondrial que constitui a principal causa de morte celular (19).

Tipos de morte celular induzidos pelas AuNPs como a apoptose e necrose tém sido
descritos. A libertacdo de produtos téxicos no interior da célula, quando ocorre a
degradacdo do seu revestimento ou mesmo do metal, a destabilizacdo da membrana
celular ou em dultimo caso a sua lise, disrupcdo enddcrina, alteracdo da expressao
genética e mudancas na morfologia celular, podem estar na origem da morte das células
(29).
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1.6.3 Estudos de toxicidade de AuNPs in vitro

A citotoxicidade das AuNPs tem sido objeto de uma intensa investigacéo, originando
um namero consideravel de publicacbes. Estes estudos relatam ensaios in vitro
desenvolvidos com diferentes linhas celulares, com AuNPs de varias formas e tamanhos,

apresentando diferentes revestimentos e cargas superficiais.

A avaliacdo da citotoxicidade de determinadas AuNPs fornece informacdes muito
importantes mas consideradas insuficientes quando isoladas, isto porque, ndo fornecem
informacé&o sobre o impacto destas nanoparticulas no organismo vivo, nem refletem os
seu efeitos toxicolégicos sobretudo em exposi¢cdes prolongadas ou crénicas. Ainda
assim, 0s ensaios in vitro tém que ser bem desenhados e ponderados com todos o0s
aspetos funcionais da AuNPs avaliados para que a interpretacdo dos resultados obtidos

nestas condigdes seja o mais credivel possivel (64).

~

Existem opinides contraditérias relativamente a toxicidade das AuNPs. Alguns
investigadores, por via dos seus trabalhos com estas nanoparticulas, sustentam que as
AuNPs néo apresentam toxicidade (64—67) engquanto outros autores demonstraram que
estas nanoparticulas, em determinados contextos, apresentam toxicidade (54,68-70), e
gue esta pode ser devida aos mecanismos de toxicidade ja referidos (ver 1.7.3). Assim,
estudos para avaliar a toxicidade das AuNPs evidenciaram que ha varios fatores que
podem influenciar a sua toxicidade, como por exemplo o tamanho, a forma, o

revestimento, a concentragao, entre outros (71).

Connor et al, em 2005 (65), utilizaram AuNPs esféricas com 4 nm revestidas com
citrato ou cisteina, com 12 nm revestidas com glucose e com 18 nm de didmetro
revestidas por citrato, biotina e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) para determinar a
citotoxicidade na linha celular cancerigena humana de células leucémicas K562. Apés 3
dias de exposi¢do as nanoparticulas de forma continua, a viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio de redugéo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Os resultados obtidos demonstraram que as AuNPs, com qualquer tamanho ou
revestimento, ndo eram toxicas para o modelo celular utilizado. Outro estudo (64)
verificou o efeito de AuNPs esféricas com 10 nm revestidas com citrato em células
dendriticas obtidas da medula éssea de ratos numa concentracao em ouro de 0,5 mM. A

analise da viabilidade celular destas células depois da exposicdo as AuNPs, demonstrou
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que estas nanoparticulas, mesmo em elevada concentra¢cdo em ouro, ndo apresentavam
toxicidade. Shukla et al., (70) avaliaram a citotoxicidade de AuNPs em meio aquoso em
macrofagos de rato RAW 264.7. Para isso, as células foram incubadas durante 24, 48 e
72 horas com diferentes concentracées de AuNPs (10, 25, 50 e 100 uM em ouro). A
avaliacdo da citotoxicidade foi realizada recorrendo ao ensaio de reducdo do MTT. ApGs
48 horas de incubagédo as células apresentaram mais de 90% de viabilidade mesmo para
a concentracao mais elevada. Contudo, para essa concentracao (100 uM), as 72 horas a
viabilidade baixou para 85%. A diminuicdo da viabilidade pode, no entanto, dever-se ao
stress celular causado pela deple¢cédo de nutrientes no mesmo meio durante as 72 horas.
Estes resultados sugerem que estas nanoparticulas ndo séo citotéxicas mesmo para a

concentracéo de 100 pM, 72 horas apds exposicao.

Ao contrario dos estudos anteriores, os resultados obtidos noutros estudos
envolvendo AuNPs demonstraram que estas podem apresentar toxicidade, mesmo que
reduzida. Outro estudo (69) avaliou a citotoxicidade de AuNPs sem qualquer tipo de
revestimento especifico, nas linhas celulares HepG2 (células de hepatoma humano),
A549 (células de carcinoma pulmonar humano) e BHK21 (células de rim de hamster
bebé), utilizando o ensaio de reducdo do MTT. Para todas as linhas celulares as
concentracdes utlizadas foram 30, 60 e 120 nM mas os tempos de incubagdo foram
diferentes: 36 horas na linha A549 e 72 horas nas linhas HepG2 e BHK21. Os resultados
indicaram que a citotoxicidade das AuNPs néo é igual para as diferentes linhas celulares.
Para as linhas celulares HepG2 e BHK21, as AuNPs em estudo ndo provocaram
toxicidade enquanto, para a linha celular A549 houve resposta toxicoldgica dependente

da concentracdo: quanto maior a concentracdo, maior a extensédo de morte celular.

A dependéncia do tamanho no efeito de toxicidade das AuNPs é outro parametro ja
avaliado (54). AuNPs com 0,8, 1,4, 1,2, 1,8 e 15 nm revestidas com monossulfonato
trifenilfosfatado (TPPMS) e de 1,4 nm revestidas com trifenilfosfato tris-sulfonado
(TPPTS) foram expostas a quatro linhas celulares diferentes: SK-Mel-28 (melanoma
humano), HeLa (carcinoma de cérvix humano), L929 (fibroblastos de rato) e J774A1
(macrofagos de rato). De forma a avaliar a citotoxicidade das AuNPs em cada linha
celular, 48 horas apoés a incubacao das diferentes concentrac6es de AuNPs, foi realizado
0 ensaio de reducdo do MTT. Neste trabalho, os resultados foram apresentados na forma
de valores de ICsp, ou seja, a quantidade de ouro necessario para diminuir a viabilidade
celular em 50%. Assim, para a linha celular HelLa, o valor de ICs foi de 46 UM para as
AuNPs com 1,4 nm revestidas com TPPMS, 30 pM para as AuNPs com 1,4 nm
revestidas com TPPTS, 250 uM para as AuNPs com 0,8 nm revestidas com TPPMS, 140
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MM para as AuNPs com 1,2 nm revestidas com TPPMS, e 230 uM para as AuNPs com
1,8 nm revestidas com TPPMS. No caso das AuNPs com 15 nm, estas ndo apresentaram
toxicidade até a concentracdo de 6300 uM (concentracdo maxima testada). Para as
outras linhas celulares, os resultados seguem a mesma tendéncia mostrando-se muito
semelhantes aos obtidos para as células HelLa. Percebe-se assim, que no caso das
AuNPs de 1,4 nm de diferentes revestimentos, estes nao tiveram efeito no ICso € que
para todas as linhas celulares, € este o tamanho que apresenta maior toxicidade com as
AuNPs de maior tamanho a serem aquelas que apresentam menor toxicidade ou mesmo

toxicidade praticamente inexistente nas condi¢des de ensaio.

O revestimento das AuNPs, é outro dos pardmetros a levar em conta na hora de
determinar a toxicidade destas nanoparticulas. Células Hela foram incubadas com AuNPs
em forma de bastonete com 40x18 nm revestidas com CTAB, polietrélitos catiénicos
nomeadamente o poli-cloreto de dialildimetilaménio (PDADMAC) e poli(hidrocloreto de
alilamina) (PAH), e com um polieletrélito aniénico, o poli-4-estinenosulfonato de sédio
(PSS) em concentragbes em ouro de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 uM e a toxicidade destas
nanoparticulas avaliada 6 horas apoOs incubagdo (72). A viabilidade celular foi de
aproximadamente 95%, exceto para as células incubadas com os bastonetes revestidos
com CTAB (79.2% de viabilidade celular) e bastonetes revestidos com PDADMAC
(88.3% de Vviabilidade celular) para a concentracdo mais elevada (150 pM).
Curiosamente, individualmente todos estes revestimentos, quando incubados sem
AuNPs, apresentam citotoxicidade. Outro estudo (73), também utilizando AuNPs em
forma de bastonete com 65x15 nm revestidos com CTAB ou com poli-(acido acrilico, sal
sddico) (PAA) avaliou a o efeito do revestimento na citotoxicidade as 24, 48, 72 e 96
horas depois de exposicdo das células HT-29 (células de carcinoma humano de célon) a
uma concentracdo de 0,4 nM em ouro. Os resultados obtidos foram de acordo aos
resultados obtidos anteriormente por Hauck et al.,2008: as células incubadas com os
bastonetes revestidos com CTAB foram aquelas que apresentaram maior perda da
viabilidade celular, independentemente do tempo de incubacdo. Neste caso, a perda de
viabilidade celular nas células incubadas com AuNPs em forma de bastonete revestidos
com CTAB foi na ordem dos 65-75%.

Além das caracteristicas das AuNPs, das concentracbes e tempos de ensaio
avaliados, é também preciso ter em conta o teste utillizado para avaliacdo da
citotoxicidade. Vetten et al., (74) investigaram a citotoxicidade de AuNPs de 14 nm

estabilizadas por citrato utilizando trés ensaios diferentes: reduc¢ao do 2,3-bis-(2-metoxi-4-
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nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilido  (XTT), libertacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) e quantificacdo da adenosina trifosfato (ATP). Foram utilizadas
duas concentragfes em ouro, 1 e 5 nM, e a linha celular BEAS-2B (células do epitélio
bronquial) e os ensaios realizados 1 hora apés exposi¢cao das células as AuNPs. Com
base nos resultados obtidos pelo teste de reducdo do XTT, as AuNPs na concentracao
de 1 nM apresentaram alguma toxicidade verificando-se um maior viabilidade celular para
a concentracdo de 5 nM. Contudo, para as mesmas condi¢cdes, com o teste de libertacdo
da LDH, os resultados obtidos indicaram que as AuNPs utilizadas ndo eram téxicas para
as células. Por outro lado, os resultados de quantificacdo do ATP, mostraram que as
AuUNPs eram téxicas para as células de forma dependente da concentracdo: quanto maior
a concentracdo, menor a viabilidade celular. Os resultados contraditérios obtidos entre os
ensaios realizados podem ser devidos a interferéncias das AuNPs, quer na leitura da
absorvancia (no caso dos ensaios de reducdo do XTT e libertacdo de LDH) quer no
substrato utilizado (para a quantificagdo do ATP) o que pode interferir nos resultados
obtidos.

1.7 Biocinética das AuNPs

A avaliagdo da cinética das AuNPs quando entram no organismo € da maxima
importancia. E necesséario perceber como é que as AuNPs transpéem as barreiras do
organismo, qual a sua biodisponibilidade, como se distribuem, se sofrem ou nao

metabolizacdo e se sdo efetivamente excretadas.

Os estudos de biocinética sdo importantes para a avaliagdo da quantidade de
nanoparticulas que chegam a circulacdo sanguinea, apés serem absorvidas, bem como
para avaliagdo do seu perfil de biodistribuicdo. S&o ainda importantes para avaliacdo do
perfil cinético de excre¢cdo de nanoparticulas, avaliando, entre outros parametros, a
acumulacdo de nanoparticulas nos diferentes tecidos ap0s exposicdo, até todas as
nanoparticulas serem eliminadas (75). Estes estudos focam-se entdo na avaliagdo da
ADME.

1.7.1 Absorcgao de nanoparticulas

O primeiro processo a avaliar nos estudos de ADME, é o processo de absorcao, que
representa o processo pelo qual as nanoparticulas provenientes do local de
administracdo chegam a circulacdo sanguinea (76). Os locais de absor¢cdo mais
frequentes s8o os pulmdes, trato gastrointestinal e a pele, dependendo do tipo de
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exposi¢cdo, com a absorcdo das nanoparticulas fortemente influenciada por algumas
caracteristicas que estas apresentam, nomeadamente a composi¢do, tamanho, forma,

revestimento ou a carga superficial.
1.7.1.1 Absorcéao pulmonar de nanoparticulas

Uma das vias de exposi¢cdo a nanoparticulas mais estudada é a exposicdo por via
pulmonar, devido a sua presenca em certos ambientes ocupacionais. A inalacao constitui
a via de entrada das nanoparticulas no trato respiratério. Um dos principais fatores que
influenciam a inalacéo, e subsequente absorcdo de nanoparticulas por via pulmonar, € o
tamanho da nanoparticula, pois é esta caracteristica do material que vai determinar até
onde é que a particula penetra no trato respiratério e onde se vai depositar. Por exemplo,
90% das nanoparticulas inaladas com cerca de 1 nm de tamanho depositam-se na zona
nasal e da faringe, 10% na zona tragueobronquial, e praticamente nenhuma se deposita
na zona alveolar. Por sua vez, nanoparticulas com cerca de 5 nm depositam-se de forma
equitativa pelas trés zonas. Nanoparticulas com cerca de 20 nm sdo aquelas que
apresentam maior eficiéncia de deposigéo na zona alveolar (cerca de 50%) (77).

Depois de passarem os macréfagos alveolares € de esperar que as nanoparticulas
interajam com as células do epitélio alveolar, e cheguem ao espaco intersticial como ja foi
demonstrado (78). As nanoparticulas passam através das células do epitélio alveolar pela
via que envolve a endocitose mediada pela caveolina, e pela via que envolve a
endocitose mediada pela clatrina. De salientar ainda que a translocacao de particulas do
epitélio alveolar para o espaco intersticial, € mais proeminente em espécies com um porte
fisico maior como € o caso de caes ou primatas nao humanos do que em roedores como

0s ratos, pelo que é de esperar que este efeito ocorra também nos humanos (77).

Uma vez no espaco intersticial, depois da passagem do espaco alveolar, pode ocorrer
a absorcao das nanoparticulas para a circulagao sanguinea ou para o sistema linfatico. A
absorcdo para a circulacdo sanguinea € também dependente do tamanho das
nanoparticulas, como ja foi demonstrado (77). Uma vez na circulacdo sanguinea, as

nanoparticulas podem ser distribuidas por diferentes 6rgaos e tecidos do organismo.
1.7.1.2 Absorc¢éo de nanoparticulas via trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal representa a principal porta de entrada de nanomateriais
presentes em produtos alimentares. E ainda, uma importante via de administracdo de

farmacos que evita o desconforto associado as injecdes, sendo uma via de administracao
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ndo-invasiva. Os diferentes ambientes que 0s nanomateriais tém que ultrapassar ao
longo do trato gastrointestinal até ao intestino (local de maior absor¢éo) e a presenca de
biomoléculas podem afetar as suas caracteristicas fisicas (25,79), sendo este fatores,
fatores limitantes desta via de administracdo. De facto, a presenca de proteinas e lipidos
nas matrizes bioldgicas pode levar a formacéo de um revestimento das nanoparticulas
por estas moléculas, originando uma estrutura comumente chamada “corona”’, uma
estrutura instavel, que pode ser removida e alterar-se durante o percurso da
nanoparticula ao longo do trato gastrointestinal mas que pode afetar a absorcédo e
reatividade da nanoparticula (25). Outra limitacdo desta via sdo as barreiras biolégicas,
nomeadamente o muco e o epitélio. Quando as nanoparticulas ficam “presas” no muco,

acabam por ser excretadas diretamente por via fecal (80).

A absorcao de nanoparticulas no epitélio intestinal pode ocorrer de duas formas: por
via transcelular ou, em menor extensdo, por via paracelular (81). Na via transcelular, o
transporte de nanoparticulas ocorre por endocitose que tem lugar na membrana apical da
célula intestinal, e continua até ao transporte através da célula e libertagdo na membrana
basolateral (81). Este tipo de transporte ocorre nas células M e enterécitos e depende
das propriedades fisico-quimicas das particulas como o tamanho, potencial zeta, carga
superficial ou presenca de ligandos a superficie da particula. No transporte por via
paracelular, as nanoparticulas passam o epitélio através do espaco intercelular (7). Este
tipo de transporte € limitado, tendo em conta as condi¢des fisiolégicas e o pouco espaco
entre células adjacentes (81). O transporte das AuNPs por esta via ja foi demonstrado
(82). Neste estudo (82), ratinhos BALB/c foram expostos durante 7 dias, através da agua
ad libitum, a AuNPs de diferentes tamanhos (4, 10, 28 e 58 nm) e revestidas com citrato,
a uma concentracdo aproximada de 2 x 102 partes por bilido. Imediatamente apés a
substituicdo da agua suplementada com AuNPs por agua corrente, os animais foram
sacrificados para analise por TEM do tecido intestinal. Os resultados indicaram que as
AuNPs de 4 e 10 nm séo absorvidas por via do transporte paracelular, ao contrario das

AuUNPs de maior tamanho cuja absorcdo ndo foi observada.

Além dos diferentes ambientes, das biomoléculas nas matrizes bioldgicas e das
diferentes barreiras que as nanoparticulas encontram ao longo do trato gastrointestinal,
as suas caracteristicas como o diametro, carga superficial e revestimento, também
influenciam a sua absorcéo por esta via (83). Assim, a partir de alguns estudos realizados
com diferentes tipos de nanoparticulas inorganicas, a tendéncia € para que quanto menor

a particula, maior a absorcdo pelo trato gastrointestinal (82,84), nanoparticulas de carga
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positiva parecem ser mais absorvidas (85,86) e, por fim, a absorcdo parece ser
dependente da dose administrada (87,88).

Para o caso das AuNPs, um estudo realizado em 2012 (89) avaliou a absorcéo de
AuNPs revestdas com TPPMS com 1,4, 5, 18, 80 e 200 nm apo6s administracdo intra-
esofagica a ratos. As doses de ouro administradas foram de 1 a 27 ug e os resultados
foram todos normalizados. Os animais foram sacrificados 24 horas ap6s a administracao
e foram recolhidos os 6rgdos, sangue, urina e fezes. Os resultados mostraram, por
guantificacdo da radioatividade, uma maior absor¢do das AuNPs com 18 nm
comparativamente as AuNPs com 5 nm. Os autores acreditam que estes resultados se
devem a formacao da corona nas AuNPs com 18 nm, o que aumentou a sua penetracao
epitelial comparativamente as outras AuNPs. Este estudo comparou ainda a absorgéo, no
trato gastrointestinal, de AuNPs com 2,8 nm com carga superficial negativa ou positiva.
As AuNPs com carga superficial negativa foram aquelas que apresentaram maior
absorcéo (ao contrario do esperado), mas os autores acreditam que, também neste caso,
proteinas presentes no trato gastrointestinal se tenham adsorvido a superficie das AuNPs

com carga superficial negativa, modificando a sua carga superficial.
1.7.1.3 Absorc¢ao dérmica de nanoparticulas

A pele, o maior 6rgdo do corpo compreendendo mais de 10% da massa corporal,
apresenta-se como uma barreira importante contra 0 ambiente externo que inclui, entre
outras, funcdes de protecdo e manutencao da homeostasia (90). Pode também ser uma
via de absorcdo de nanoparticulas, sendo a cosmética uma area onde a nanotecnologia

apresenta aplicagfes promissoras (11).

A pele é composta por varias barreiras heterogéneas e altamente organizadas e inclui
ainda foliculos capilares, e glandulas sudoriparas e sebaceas. Do exterior para o interior,
a pele é constituida pela epiderme, derme e hipoderme. Contudo, numa perspetiva de
penetracdo da pele apenas se considera a epiderme e derme como sendo importantes
(91). A epiderme, constituida maioritariamente por queratinécitos, consiste numa camada
exterior cérnea (estrato cérneo), uma camada granulosa, uma camada de células
espinhosas (estrato espinhoso) e uma camada de células basais (estrato basal) e atua
como uma camada altamente protetora da derme (77). No estrato cérneo destacam-se
duas estruturas distintas, a macro e a microestrutura, que véo influenciar a entrada de
nanoparticulas. Na macroestrutura os queratinécitos apresentam forma hexagonal e

estdo dispostos numa espécie de aglomerados separados entre si por intervalos, pelos
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quais, as nanoparticulas podem ser absorvidas. A microestrutura € constituida por
diferentes lipidos dispostos numa bicamada, onde se encontram poros ao longo da
camada com tamanhos na ordem dos 0,4 a 36 nm, que poderdo ser outra via de
passagem de nanoparticulas (92). Além destas estruturas, encontram-se ao longo da
pele, foliculos capilares e glandulas sudoriparas que podem atuar como via de
penetracao de nanoparticulas (90).

A capacidade das nanoparticulas ultrapassarem o estrato corneo é dependente de
véarios fatores (93). O modelo utilizado, o gradiente de pH que as nanoparticulas
encontram a medida que ocorre a sua penetracdo, as zonas de maior ou menor
espessura da pele e a sua condicao fisiologica, bem como fatores fisico-quimicos da
nanoparticula como o tamanho, a forma e as propriedades da superficie como a carga,

influenciam a absorcéo dérmica (92,94).

Dentro das nanoparticulas inorganicas, onde as AuNPs se inserem, a investigacao
sobre absor¢cdo dérmica tem-se focado nas nanoparticulas de 6xido de zinco e diéxido de
titdnio, devido ao facto de serem frequentemente utilizadas nas formulacdes dos
protetores solares (95).

1.7.2 Biodistribuicdo de nanoparticulas

ApOs o processo de absorcdo de nanoparticulas pelas diferentes vias de entrada no
organismo, a circulacdo sistémica pode distribuir as nanoparticulas entre os 6rgéos e
tecidos. Contudo, as nanoparticulas podem, eventualmente, interagir com proteinas
plasmaticas, células sanguineas e fatores de coagulacdo (7,96) o que pode afetar

substancialmente a sua distribuicéo (76).

As novas aplicagbes medicas utilizando AuNPs representam uma nova porta de
entrada destes materiais no organismo, para além das mencionadas acima. Isto porque
em muitos casos as AuNPs sao injetadas diretamente no organismo, por exemplo, como

agentes de contraste para imagiologia ou entdo como sistemas de cedéncia de farmacos.

O primeiro fator a levar em conta nos estudos de distribuicdo de nanoparticulas, é a
sua via de administracdo. Se a administracdo ocorrer através de inalacdo ha uma
deposicdo nos diferentes tecidos pulmonares, e apesar das nanopatrticulas sofrerem uma
rapida translocacdo para a circulagdo sistémica, e dai para os diferentes 6rgaos, pode
ocorrer uma taxa de deposicdo significativa, o que vai influenciar o seu perfil de
biodistribuicdo. Num estudo, Lipka et al., em 2010 (97) demonstraram o efeito da via de

exposicao na distribuicdo de AuNPs, mas também o efeito do revestimento. Neste
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estudo, a biocinética de AuNPs com 5 nm revestidas com cadeias de 750 ou 1000
Daltons de polietileno glicol (PEG) (Au-PEG 750 e Au-PEG10k, respetivamente),
administradas a ratos Wistar-Kyoto fémeas por via intravenosa ou intratraqueal, foi
comparada com a biocinética de AuNPs revestidas com citrato mas com um ligando de
bis(p-fenilsulfonato) (Au-Phos), que foram utilizadas como controlo. De forma a detetar as
AuNPs, foi utilizado 1°Au. As Au-Phos apresentavam 11 nm, as Au-PEG750 21 nm, e as
Au-PEG10k 31 nm. A acumulacao de ouro nos 6rgaos e tecidos foi avaliada 1 e 24 horas
depois da administracdo. Os animais foram mortos por exsanguinacédo e recolhidos os
orgaos, sangue, urina e fezes. Os resultados indicaram que, as 24 horas, ap0s a injecao
intravenosa a maior parte das AuNPs encontrava-se no figado e baco (aproximadamente
92% da dose administrada para as Au-Phos, 85% para as Au-PEG750 e 54% para Au-
PEG10k), enquanto as AuNPs administradas por via intratraqueal ficaram praticamente
todas retidas nos pulmdes (aproximadamente 100% para os trés tipos de AuNPs). Neste
estudo foi ainda possivel avaliar o efeito do revestimento na distribuicdo das AuNPs. Para
a administracdo intravenosa, em alguns dos oOrgdos avaliados, nomeadamente figado,
baco e rins, registou-se uma maior distribuicdo das Au-Phos comparativamente as
AuNPs revestidas com PEG para os dois tempos avaliados. Também os resultados para
os dois tamanhos de AuNPs revestidas com PEG sé&o diferentes. Por exemplo as Au-
PEG750 foram detetadas no cérebro o que ndo acontece para as Au-PEG10k e Au-Phos.

O revestimento das AuNPs é outro parametro avaliado quando se estuda a sua
biodistribuicdo. O efeito de cinco revestimentos diferentes foi avaliado apds administracéo
a ratos, por via intravenosa, AuNPs revestidas com citrato, 11-MUA e trés pentapéptidos
[CALNN (Cys-Ala-Leu-Asn-Asn), CALNS (Cys-Ala-Leu-Asn-Ser) e CALND (Cys-Ala-Leu-
Asn-Asp)] (98). Trinta minutos, 2, 6 e 24 horas ap6s administracdo, os animais foram
sacrificados e o0s 6érgdos incluindo o coracao, figado, pulmao, baco, rim, testiculos,
intestino delgado, uma amostra de fémur, cérebro e cauda foram recolhidos para
doseamento do ouro. Os resultados obtidos indicaram que, no caso dos animais aos
quais foram administradas AuNPs revestidas com citrato, foi no figado que se encontrou
a maior quantidade de ouro, seguido pelo baco e pulmao. No figado, os niveis de ouro
mantiveram-se elevados ao longo das 24 horas representando aproximadamente 60% da
guantidade total administrada, sendo que as AuNPs revestidas com 11-MUA e com 0s
diferentes pentapéptidos, seguem a mesma tendéncia de distribuicAo das AuNPs
revestidas por citrato: as maiores concentragdes de ouro encontradas no figado, seguido

pela cauda, baco, e pulmdes. No figado, a maior quantidade de ouro foi detetada para as
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AuUNPs revestidas com CALND, enquanto no bago foram as AuNPs revestidas com 11-
MUA aquelas que apresentaram maior concentragdo em ouro. Comparando o0s
resultados das AuNPs revestidas com citrato com aquelas revestidas com pentapétidos,
regista-se que acumulacdo no figado é muito maior para as AuNPs revestidas com
pentapéptidos. Noutro estudo (99), utilizaram-se AuNPs com aproximadamente 20 nm
revestidas com CALNN ou citrato para avaliar o efeito do revestimento na biodistribuigéo,
a curto (30 minutos) e longo prazo (28 dias) ap6s administracdo de uma Unica dose de
0,7 mg ouro/kg por injecdo intravenosa a ratos. Apds os tempos pré-definidos os animais
foram sacrificados por exsanguinacao, e o sangue, coracao, figado, pulmdes, baco, rins,
testiculos, duodeno, porcdo do fémur, musculo, timo, cérebro e cauda foram recolhidos
para quantificacdo do ouro. Trinta minutos apos a injecdo intravenosa, o figado era o
6rgao que apresentava a maior quantidade em ouro, com aproximadamente 63% da dose
administrada para as AuNPs revestidas com citrato e 52% para as AuNPs revestidas com
CALNN, mas sem se registarem diferencas significativas entre os dois revestimentos em
nenhum dos o6rgéos recolhidos. Contudo, 28 dias apods injecéo, registaram-se valores
significativamente mais baixos no figado, nomeadamente aproximadamente 28% da dose
administrada para as AuNPs revestidas com citrato e 24% para as AuNPs revestidas com
CALNN, mas sem diferengas significativas entre os dois revestimentos. Para todos os
outros 6rgaos, registaram-se quantidades de ouro, independentemente do tempo, abaixo
de 1% da dose administrada, com excec¢éo da cauda (local de administragéo).

Um estudo anterior (100) avaliou também a distribuicdo de AuNPs revestidas com
PEG de dois tamanhos diferentes, 15 e 50 nm, apds administracéo intravenosa de 0,3 mg
ouro/kg em ratos. Os animais foram sacrificados 24 horas ap6s a injecdo e a
concentracdo de ouro nos diferentes 6rgdos (cérebro, rins, pulméo, figado e baco)
determinada por espectroscopia de absorcéo atémica. Para os dois tamanhos de AuNPs,
a maxima concentracdo de ouro foi detetada no figado e baco. Nestes 6rgédos, foi
também registada uma clara distribuicdo dependente do tamanho: quanto maior o
tamanho da particula maior a sua acumulacdo. No caso do cérebro, a acumulagéo foi
maior para as AuNPs de menor tamanho, e nos rins e pulmdo a acumulagdo foi
semelhante para os dois tamanhos. De facto, sGo0 muitos os estudos que reportam uma

distribuicao dependente do tamanho apds administragdo intravenosa (101,102).

Num desses estudos, (102) para avaliar a influéncia do tamanho das nanoparticulas
na distribuicdo apdés administracdo por injecdo intravenosa, foram utilizadas AuNPs
esféricas com 10, 50, 100 e 250 nm. Vinte e quatro horas ap0s inje¢do, os animais foram

sacrificados e o cérebro, coracao, rim, figado, pulmédo, baco e os testiculos foram
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recolhidos para determinacao do contetddo em ouro. Os resultados mostraram que houve
maior acumulacdo de ouro no figado e bago, para todos os tamanhos de AuNPs
administradas. Curiosamente, foi o grupo de animais aos quais foram administradas as
AuNPs de 50 nm que apresentaram menor conteldo em ouro nestes 6rgdos. Em
contrapartida, por comparagédo entre todos os tamanhos e todos os 6rgdos, foram as
AuNPs de menor tamanho, ou seja 10 nm, aquelas que mais se distribuiram ao longo do

organismo.

Apesar dos estudos de avaliagédo da distribuicdo de AuNPs serem em grande ndimero
referentes a via de administragdo intravenosa, existem alguns estudos cuja via de
administracao € a via oral. Alguns destes estudos reportam uma distribuicdo das AuNPs
dependente do tamanho (82,89). Hillyer & Albrecht, em 2001 (82), demonstraram o efeito
do tamanho das AuNPs na biodistribuicdo apés administracéo oral. AUNPs com 4, 10, 28
e 58 nm foram administradas ad libitum pela 4gua a ratinhos, com uma concentragdo de
2 x 10° partes por bilido durante 7 dias. Os animais foram sacrificados 12 horas apés a
substituicdo da agua suplementada com AuNPs por &gua corrente e os resultados
indicaram que, com a diminuigdo do tamanho das nanoparticulas, houve um aumento na
distribuicdo de ouro nos 6rgaos recolhido. As AuNPs com 58 nm néo foram detetadas na
maior parte dos 6rgdos. Os animais aos quais foram administradas as particulas com 4
nm apresentaram maior conteddo em ouro nos rins, figado, bago, pulmdes e no cérebro.
Em contrapartida, para as particulas de maior tamanho foi detetado maior contetldo em
ouro quase exclusivamente no trato gastrointestinal, apesar de corresponder a uma

percentagem muito pequena da dose administrada.

7

A carga superficial das AuNPs é outro parametro que pode influenciar a sua
biodistribuicdo. Um estudo avaliou a distribuicdo de AuNPs esféricas com 2,8 nm e com
carga superficial oposta em ratos Wistar-Kyoto fémeas ap0s administracdo intravenosa
(103). As AuNPs carregadas positivamente apresentavam a superficie ligandos de
cisteamina enquanto as AuNPs carregadas negativamente apresentavam acido
tioglicolico a superficie. Vinte e quatro horas ap6s administragdo, os animais foram
sacrificados e os pulmdes, figado, baco, rins, cérebro, coracédo, Utero, eséfago, estbmago
e intestino delgado e grosso foram recolhidos. Independentemente de terem carga
positiva ou negativa, a maior parte das AuNPs administradas foram encontradas no
figado. Contudo, houve maior acumulacdo das AuNPs com carga negativa (81% contra
72% para as de carga positiva). Pelo contrario, no baco foram as AuNPs com carga

positiva aquelas que apresentaram maior acumulacdo, o0 mesmo acontecendo para o
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coracao e rins. A menor acumulacdo de AuNPs carregadas positivamente no figado pode

explicar os resultados nos outros 6rgéos.

De entre os estudos de biodistribuicdo de nanoparticulas no organismo, é possivel
verificar que sdo varios os fatores que influenciam a biodistribuicdo como é o caso do
tamanho, carga e revestimento. A investigacdo nesta area € um processo complexo e
multifatorial, que implica a andlise de cada caso individualmente. Assim, torna-se
praticamente impossivel prever a biodistribuicdo de determinada nanoparticula sem se
efetuarem os estudos apropriados, quer de caracterizagdo fisico-quimica, quer de
biocinética in vivo. Contudo, tendo em conta os estudos avaliados percebe-se que tecidos
com paredes epiteliais fracas, como € o caso do figado e bago, sdo aqueles que
apresentam maior acumulacao de nanoparticulas. O tamanho limitado do poro da parede
endotelial atua como barreira priméria que permite uma acumulacao seletiva em certos
tecidos. A maior acumulacdo nestes 6rgdos € também em grande parte devida a
presenca de macrofagos que sdo responsaveis pela captura de particulas e

macromoléculas que circulam no sangue (75).
1.7.3 Metabolismo de nanoparticulas

Estudos sobre o metabolismo de nanoparticulas sdo praticamente inexistentes.
Acredita-se, contudo, que o metabolismo depende em grande parte do tipo de
nanoparticula. Nanoparticulas poliméricas e lipidicas ja séo produzidas de forma a serem
biodegradaveis. Estas podem ser degradadas no ambiente extracelular, se ndo tiverem a
estabilidade necessaria, e assim sao destruidas antes de chegarem ao seu alvo. Estas
particulas desagregam-se e voltam as suas unidades basicas que seguem a sua via

normal de metabolizacao.

No caso das nanoparticulas inertes, como as nanoparticulas de ouro ou prata, é
pouco provavel que estas sejam efetivamente metabolizadas no organismo. No caso das
nanoparticulas funcionalizadas, acredita-se que estas sejam metabolizadas. Um exemplo
sdo os QD funcionalizados com proteinas que podem ser clivados por proteases (104),
fazendo com que o seu nucleo fique exposto ou que acabe mesmo por se desagregar.
Assim, 0 metal exposto pode ser sequestrado pelas metalotioneinas existentes nos
tecidos onde estas nanoparticulas normalmente se acumulam (105). Contudo, estudos
desenvolvidos até ao momento sugerem que ha conservacdo das propriedades do
revestimento mesmo a longo prazo (106,107). Neste sentido, um estudo (108) descreveu
0 destino de AuNPs com 40 nm revestidas com citrato depois de injetadas por via

intravenosa em ratos. Os animais foram sacrificados 1 dia, 1, 3 e 6 meses ap0s a inje¢éo
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das nanoparticulas. Verificou-se que mesmo apés 6 meses as AuNPs continuavam no
figado, nas células de Kuppfer, armazenadas em vesiculas endociticas, havendo apenas
uma diminuicdo de 9% na quantidade de ouro neste espago de tempo. Quando
observadas por TEM, verificou-se que vesiculas endociticas das células de Kuppfer

mantinham um aspeto normal.

Contudo, existe pouca informacdo sobre o metabolismo das nanoparticulas inertes,
ndo se sabendo se séo estaveis ao ponto de, ndo serem degradadas durante os longos
periodos de tempo em que se podem manter no organismo. Sobre a degradacdo do
revestimento destas nanoparticulas, sabe-se que pode ocorrer em alguns casos (104)

mas sem se perceber qual a sua extenséo.
1.7.4 Excrecdo de nanoparticulas

Depois de absorvidas na circulagdo sanguinea, a excre¢cdo das nanoparticulas pode
ocorrer por varias vias. As mais expressivas s80 a excre¢do por via urinaria e por via
fecal. Acredita-se que outras vias de eliminagéo possiveis sejam as glandulas mamaéarias
ou as glandulas sudoriparas, mas ndo existe informacao concreta disponivel sobre estas

vias até ao momento (76).

Quando inaladas, as nanoparticulas podem sofrer retencdo nas vias aéreas,
nomeadamente na zona da traqueia, serem movidas pelo cilios e envolvidas em muco
passando para o trato gastrointestinal onde, ou sdo absorvidas no intestino, ou sao
excretadas por via fecal (77). O mesmo acontece com as nanoparticulas que sao
administradas por via oral (80). Neste caso, genericamente, 0s estudos existentes
apontam para uma quantidade apreciavel ndo absorvida que é excretada pelas fezes. Ha
gue ter em conta, no entanto, a excrecdo biliar de nanoparticulas absorvidas e que

contribuem para a excregéo fecal (76).

Pardmetros como o tamanho, forma, revestimento e carga superficial podem afetar a
excrecdo das nanoparticulas, como ja foi demonstrado para nanoparticulas de prata
(109) e 6xido de zinco (87).

No referente a AuNPs, no estudo conduzido por Lipka et al. (97), ja mencionado
acima, foi avaliada também a excre¢do de AuNPs de 5 nm revestidas com cadeias de
750 ou 1000 Daltons de PEG (Au-PEG750 e Au-PEG10k, respetivamente) e AuNPs
revestidas com citrato mas com um ligando de bis(p-fenilsulfonato) (Au-Phos),

administradas ratos por via intravenosa ou intratraqueal. Ap6s 1 e 24 horas da
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administracdo, a excrecdo destas nanoparticulas foi avaliada na urina e fezes, por
doseamento do ouro. A concentracdo de nanoparticulas Au-Phos (aquelas com menor
diametro) aumentou significativamente na urina ao longo do tempo de estudo. A
concentracdo em ouro, para estas particulas no inicio do estudo (1 hora) era 9,9x10%% e
as 24 horas era 1,3x10%% da dose administrada. No caso das AuNPs revestidas com
PEG, ao longo do estudo a concentragdo em ouro na urina diminuiu: para as Au-PEG750
e Au-PEG10k houve uma reducéo de cerca de 50% na excrecdo de ouro na urina. No
caso da excrecdo por via fecal, os resultados apresentados sao relativos as
concentracdes de ouro detetadas nas fezes e no trato gastrointestinal. Por esta via,
apesar de todos os tipos de AuNPs apresentarem um aumento na excre¢do da 1 para as
24 horas, apenas as Au-PEG10k apresentaram um aumento significativo nas fezes e
trato gastrointestinal (15 vezes maior para a excre¢ao as 24 horas). Assim, parece que as
AuUNPs com uma cadeia PEG mais longa (Au-PEG10k) sdo mais excretadas nas fezes
que as AuNPs com cadeias mais curtas (Au-PEG750), nas primeiras 24 horas apés

administracao por inje¢do intravenosa.

Tendo em conta os estudos aqui apresentados para a avaliagdo da biocinética das
AuUNPs, nomeadamente a extensdo da absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo,
torna-se evidente a necessidade de mais e melhores estudos. A maioria dos estudos
referem-se a administracdo por inje¢do intravenosa faltando estudos relativamente as
outras vias de administragdo. E também necessario fazer uma extensiva caracterizagao
das AuNPs antes de qualquer ensaio, uma vez que as diferentes propriedades das
nanoparticulas influenciam o seu comportamento in vivo. Também as diferentes matrizes
biolégicas que as nanoparticulas enfrentam ao longo do seu trajeto no organismo podem
influenciar os processos de ADME. Conclui-se assim que apesar de se denotarem certas
tendéncias para certos parametros como tamanho e dose, cada tipo de nanoparticula
comporta-se como um material novo, sendo sempre necessario estudar cada caso em

separado.
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2.
SECCAO EXPERIMENTAL






2.1 Objetivos

Com o crescimento exponencial do interesse, investigacdo e utilizacdo da
nanotecnologia e dos nanomateriais em produtos de consumo, surgiu a necessidade de
perceber qual o seu efeito na saude humana, nomeadamente perceber quais as

caracteristicas intrinsecas aos nanomateriais que afetam o seu perfil toxicol6gico.

Assim, o objetivo deste trabalho passou pela avaliagdo da citotoxicidade in vitro e
biodistribui¢do in vivo apés administracdo de AuNPs ap0s a sua sintese e caracterizagao.
Foram entdo sintetizadas AuNPs esféricas e em forma de estrela, forma inovadora e

ainda com um nimero muito reduzido de estudos sobre a sua toxicidade na literatura.

No caso das AuNPs esféricas foram sintetizadas particulas com tamanhos diferentes
e com dois revestimentos distintos, citrato de sédio e MUA, de forma a avaliar o efeito do
revestimento e tamanho na citotoxicidade em dois tempos de incubacgéo (4 e 24 horas)
nos modelos celulares HepaRG, antes e apos diferenciacdo celular, Caco-2 e hepatdcitos

primarios de rato.

Foram ainda sintetizadas AuNPs em forma de estrela, cujo tamanho coincidisse com
um dos tamanhos de AuNPs esféricas sintetizadas, de forma a determinar o efeito da
forma na viabilidade nos tempos de incubagcdo e modelos celulares j& mencionados. Foi
ainda avaliado o efeito do tamanho na citotoxicidade destas AUNPs.

De forma a determinar o efeito da forma na distribuicdo in vivo apés administracéo
oral, AuNPs esféricas e em forma de estrela com tamanhos semelhantes foram

administradas a ratos e a sua distribuicdo avaliada 24 horas depois.

Desta forma pretende-se dar mais um passo na determinagcdo da existéncia de
potenciais efeitos negativos das AuNPs, ou pelo contrario constatar-se a sua

biocompatibilidade, com modelos celulares e animais.
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2.2 Materiais e Instrumentacao

2.2.1 Sintese de AuNPs

O material de vidro utilizado nas sinteses foi previamente lavado com uma solugéo
de agua-régia (&cido nitrico/acido cloridrico, 1:3) e de seguida enxaguado
abundantemente com agua ultra pura Mili-Q (18,2 MQ.cm). Quer na sintese de AuNPs
esféricas, quer na sintese de AuNPs em estrela, todas as solugdes utilizadas foram

preparadas com agua ultra pura Mili-Q filtrada (18,2 MQ.cm).

Para a sintese de AuNPs esféricas, foram preparadas solu¢cbes de acido
tetraclorodurico (l11) (HAUCls, solugdo a 30% (m:m) em HCI, 99,99% puro) (Sigma-Aldrich)
e citrato de sodio di-hidratado (com grau de pureza de 99,99%) (Merck). Além destes
reagentes, foi ainda utilizado acido 11-mercaptoundecandico (MUA) (Sigma-Aldrich) para
a funcionalizagédo das AuNPs.

Depois da sintese, as suspensdes de AuNPs esféricas foram filtradas usando filtros
constituidos por uma membrana de polietersulfona com poro com diametro de 0,22 pm
(PES 0,22 um).

Para a sintese de AuNPs em forma de estrela, foram preparadas solu¢des HAuUCl,
(solugao a 30% (m:m) em HCI, 99,99% puro), citrato de sédio di-hidratado (com grau de
pureza de 99,99%), nitrato de prata (AgNOs, com grau de pureza de 99,99%) (Sigma-
Aldrich), acido ascorbico (com grau de pureza de 99,99%) (Sigma-Aldrich), hidréxido de
sédio (NaOH, com grau de pureza de 99,99%) (PanReac) e MUA.

Para a centrifugacao das suspensdes de AuNPs em forma de estrela utilizou-se uma
centrifuga SIGMA 2-16K.

Para a pesagem de todos os compostos usados durante a sintese das AuNPs

utilizou-se uma balanca Analitica Metler (2x10° g).

A medicdo das absorvancias das diferentes amostras de AuNPs foi realizada num
espectrofotbmetro de UV/Vis de feixe simples Varian Cary 50 Bio utilizando células de

quartzo (Starna) de 1 cm de percurso 6tico, no intervalo 300 - 1000 nm.

As imagens de microscopia de transmissao eletrénica (TEM) foram obtidas a partir
de um microscépio HITACHI H-8100 no Departamento de Engenharia dos Materiais do

Instituto Superior Técnico e posteriormente analisadas no programa de tratamento de
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imagens, ImageJ (obtido a partir de http://rsbweb.nih.gov/ij/). Foi ainda avaliada a
polidisperséo, o tamanho das AuNPs e o potencial zeta das mesmas recorrendo a um
Zeta Sizer Nano ZS (Malvern Instruments™), com um laser a 633 nm e com o angulo de

disperséao fixado a 173°.

Para proceder a esterilizacdo de todas as suspensdes de AuNPs, estas foram
filtradas em condigBes assépticas, em camara de fluxo laminar, recorrendo ao uso de
filtros estéreis constituidos por uma membrana PES 0,22 pm e determinada a
concentracdo em ouro por espectrofotometria de absor¢cdo atémica com atomizagao
eletrotérmica (EAA-AE) com espectrofotometro Analyst 600 (PerkinElmer). Para a analise
da quantidade em ouro nas suspensdes de AuNPs sintetizadas, foi necessario acido
cloridrico (HCI) a 37%, &cido nitrico (HNO3) a 65% e perdoxido de hidrogénio (H.O2)
(Merck), para a digestdo das amostras. A solucdo modificadora de matriz usada foi
preparada contendo 0,75 mL de magnésio, 1,25 mL de paladio e 35 mL de HNOs.

2.2.2 Cultura Celular

As pesagens de todos 0s compostos necessarios para 0S ensaios experimentais
levados a cabo, no ambito desta dissertacdo, em cultura celular, foram efetuados com
balanca digital (0.02-420 g) KERNgc e balanca analitica de precisdo (1 mg — 220 g)
METTLER TOLEDO AB 265-S e todos os reagentes utilizados tinham elevado grau de

pureza.

O trabalho de cultura celular foi executado numa Camara de Fluxo Laminar Telstar e
as células e placas de pocos mantidas em crescimento em estufa Binder CB 150 # 03-
58010 e em estufa Panasonic MCO-19AIC(UV) a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de
CO.. Foram utilizadas placas de cultura de 96 e 12 pocos (Corning® Costar®) e frascos
de 75 cm? (TPP®).

Todo o material de plastico e vidro utilizado na cultura celular era estéril ou foi
previamente esterilizado por calor hiumido, a 121 °C durante 2 horas, numa autoclave da

marca Uniclave 88.

Para a visualizacdo das células, quer nos frascos quer nas placas de pocos, foi
utilizado o Microscopio Otico Nikon Type 119, o mesmo que foi usado para a contagem

das células na Camara de Neubauer.

Para o aquecimento dos reagentes a utilizar na cultura celular, utilizou-se o banho de
dgua BW-05 G Lab. Companion (GFL).

43



Para o crescimento das células HepaRG foi usado o meio de cultura William E
(Sigma-Aldrich) que contém na sua constituicdo L-Glutamina. O meio foi suplementado
com 10 % de soro fetal bovino (FBS) (Gibco®), 1% da mistura penicilina (10000
U/mL)/estreptomicina (10000 pg/mL) (Invitrogen™), 1 mL de hemissuccinato de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich) 50 mM, 500 pL de insulina bovina (10 mg/mL) e 1% de

anfotericina B (Fungizone®).

Para o crescimento das células Caco-2 foi usado o meio de cultura Eagle modificado
por Dulbecco (Sigma-Aldrich) que contém na sua constituicdo L-Glutamina, 4500 mg/L de
glucose e 110mg/L de piruvato de sédio. O meio foi suplementado com 10 % de FBS
(Gibco®) e 1% da mistura penicilina/estreptomicina (Invitrogen™).

Os hepatdcitos primérios foram mantidos em meio de cultura William E (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% de FBS (Gibco®), 2 ng/mL de insulina, 5 nM de
dexametasona, 1% da solu¢céo de antibiotico, 10 pg/mL de gentamicina e 0,25 pg/ml de
anfotericina B (Fungizone®).

Depois de suplementados, todos os meios foram conservados a 4 °C até serem

utilizados.

Para destacar as células dos frascos de cultura celular foi utilizada a solugéo salina
HBSS (Hanks Balance Salt Solution) (Invitrogen™) sem cloreto de céalcio e magnésio e
tripsina (0,25%) (Invitrogen™), que contém Aacido etilenodiaminotetracético, sal
tetrassédico (EDTA.4Na).

Para o ensaio de reducdo do MTT foram utilizados o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich) e o dimetilsulféxido (DMSO) (Merck).

Para o ensaio de incorporacdo do Vermelho Neutro (VN), foram utilizados vermelho
neutro (Sigma-Aldrich) e solucéo de lise que consiste em 1% de &cido acético glacial

numa mistura de etanol/agua 1:1.

Para os dois ensaios supracitados, foi usado um agitador e para a leitura das placas

foi utilizado um leitor de placas Power Wave X, Bio Tek Instruments.

No ensaio da libertacdo de Lactato Desidrogenase (LDH), foram utilizados tampéao
fosfato com KH2PQO., piruvato (Sigma-Aldrich) e o cofator f — NADH (Sigma-Aldrich). Para

este ensaio, foi usado um leitor de placas Power Wave X, Bio Tek Instruments.
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Em todos os ensaios de viabilidade celular foi utilizado Triton-X (Sigma-Aldrich) como
controlo positivo.

2.2.3 Ensaios in vivo

A administracdo oral das suspensdes de AuNPs em analise foi realizada por meio de
uma céanula, sendo os animais foram mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas
até o sacrificio. Os animais foram anestesiados com isoflurano, um éter halogenado

usado para anestesia, por inalacdo, e sacrificados por exsanguinacao.

Apdbs remocédo, os orgaos recolhidos foram lavados em soro fisiolégico e retirado o
excesso em papel de filtro, sendo os 6rgdos pesados huma balanca digital (0,02-420 g)

KERNEg, € depois armazenados a -20 °C até analise.

A digestdo acida das amostras para quantificagdo do ouro nos o6rgéos recolhidos, foi
realizada com HCI (37%), HNO3 (65%) e H.O> (Merck). A solugdo modificadora de matriz
usada foi preparada contendo 0,75 mL de magnésio, 1,25 mL de paladio e 35 mL de
HNOs. A concentragdo em ouro nos diferentes 6rgaos foi determinada por EAA-AE num
espectrofotbmetro da marca Analyst 600 (PerkinElmer) equipado com um pipetador

automatico.

2.3 Sintese, caracterizacao e funcionalizacdo das AuNPs

As AuNPs usadas neste estudo foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratério
de Quimica Inorganica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto. Ambos os
tipos de AuNPs, esféricas e em forma de estrela, foram sintetizados em ambiente néo

estéril e posteriormente esterilizados por filtragéo esterilizante em ambiente asséptico.

2.3.1 Sintese de AuNPs esféricas pelo método de reducéo pelo citrato

de soédio

A sintese das AuNPs esféricas foi baseada no método classico de Turkevich (39)

utilizando-se uma estratégia de crescimento mediado por nucleos de crescimento (48).

O método utilizado neste trabalho envolveu a inversao da ordem de adicdo dos
reagentes, com o HAuCl, a ser adicionado a uma solucéo de citrato, sendo que o passo
de crescimento foi repetido até se obterem AuNPs com os tamanhos desejados. O citrato

de sodio foi usado como agente redutor e estabilizador nos diferentes passos.
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Para a sintese de AuNPs esféricas com tamanho aproximado de 60 nm, colocou-se
150 mL de uma solugdo 2,2 mM de citrato de sédio em agua miliQ filtrada num balédo de
sintese de 3 tubuladuras e levou-se a ebulicdo em banho de parafina sob agitacéo
vigorosa. Para ndo haver evaporagéo de solvente, foi também utilizado um condensador.
Quando em ebulicdo, adicionou-se 1 mL de HAuCls 25 mM, aumentando a agitagdo que
retornou ao nivel inicial apos a adi¢cdo do reagente. A solucdo foi mantida a temperatura
de ebulicdo durante 10 minutos, apds 0s quais baixou-se a temperatura até estabilizar
nos 90 °C adicionando-se mais 1 mL de HAuCl, 25 mM. Trinta minutos depois, procedeu-
se a nova adi¢cdo e a suspensdao foi deixada a 90 °C durante os 30 minutos seguintes,
depois dos quais a suspensdao foi retirada do banho de parafina e deixada arrefecer.

Neste ponto, a suspensao ja apresenta cor vermelha caracteristica das AUNPs esféricas.

Da suspensado obtida, retiraram-se 55 mL para um novo baldo de sintese de 3
tubuladuras aos quais foram adicionados 53 mL de 4gua miliQ filtrada. Mais uma vez, foi
utilizado um condensador para minimizar a evaporagdo da suspensdo. Com agitacéo e
em banho de parafina, a temperatura da suspenséao foi estabilizada nos 90 °C e foram
adicionados 2 mL de citrato de s6dio 60 mM e 1 mL de HAuCl, 25 mM. Foram feitas mais
2 adi¢bes de 1 mL de HAuUCl: 25 mM a cada 30 minutos. Trinta minutos apos a ultima
adicdo deixou-se a suspensao arrefecer. Depois de atingida a temperatura ambiente, a
suspensdo foi filtrada por um filtro constituido por uma membrana PES 0.22 pum e

guardada a 4°C.

Para a sintese de AuNPs esféricas de maior tamanho (cerca de 70 nm), foi ainda
realizada uma nova fase de crescimento a partir da suspenséo de AuNPs esféricas obtida
anteriormente. Assim, retiraram-se 55 mL da suspenséo anterior, para um novo baldo de
sintese de 3 tubuladuras aos quais foram adicionados 53 mL de agua miliQ filtrada. Foi
utilizado um condensador para minimizar a evaporagdo da suspensdo. Com agitagéo e
em banho de parafina, a temperatura da suspenséao foi estabilizada nos 90 °C e foram
adicionados 2 mL de citrato de sodio 60 mM e 1mL de HAuCls 25 mM e a reacdo mantida
nestas condi¢des de temperatura e agitacdo durante 30 minutos, apds o0s quais se deixou
a suspensdo arrefecer. Depois de atingida a temperatura ambiente, a suspensao foi

filtrada por um filtro constituido por uma membrana PES 0.22 um e guardada a 4°C
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Com um novo passo de crescimento, as diferencas macroscopicas nas duas

suspensodes eram evidentes (Figura 8).

Figura 8. Imagens das solucdes coloidais de AUNPs resultantes do método de reducao por citrato.
A esquerda, a solug&o coloidal com AuNPs com tamanho maior apresenta-se mais turva do que a
solucédo coloidal com AuNPs de menor tamanho, a direita.

Para além destas duas solugdes coloidais de AuNPs esféricas, ao longo deste

trabalho foram ainda utilizadas AuNPs com cerca de 15 nm.

Para a sintese de AuNPs com cerca de 15 nm, colocou-se 490 mL de agua miliQ
filtrada num baldo de sintese de 3 tubuladuras, ao qual se acoplou um condensador. O
baldo de sintese foi entdo aquecido em banho de parafina até a ebulicdo da 4gua e sob
agitagdo constante. Quando atingiu a ebulicdo, aumentando a velocidade de agitagéo, foi
adicionada uma solucdo de citrato de sédio (apos a dissolu¢do de 1,01 g de citrato de
sédio em 10 mL de agua miliQ filtrada). A solucéo foi deixada em ebulicdo durante 10
minutos apos os quais foram adicionados 346 pL de HAuUCl. stock (a 1,445 M) Apos 5
minutos em ebulicdo, retirou-se a solucdo coloidal do banho de parafina e deixou-se

arrefecer a temperatura ambiente.

2.3.2 Sintese de AuNPs em forma de estrela usando uma estratégia de

crescimento mediado por nucleos de crescimento

Para a sintese das AuNPs em forma de estrela, foi utilizado um método de
crescimento simples (110), sem surfactante, em meio aquoso, mediado por ndcleos de
crescimento.

No primeiro passo, 0os nucleos de crescimento foram sintetizados por via da redugéo

de ouro pelo citrato de sbédio. No segundo passo, 0 passo de crescimento, foram
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utilizados o acido ascoérbico e o nitrato de prata: o &cido ascorbico atua como agente
redutor e o nitrato de prata é utilizado uma vez que a presenca de ides de prata (Ag*) é
necesséria para a formagédo das AuNPs em forma de estrela. Acredita-se que a presencga
de Ag* facilita o crescimento dos “bragos” de ouro a superficie dos nucleos de
crescimento de ouro produzidos pela reducdo de ouro pelo citrato, conferindo a forma de

estrela a estas nanoparticulas.

Para a solucao de nucleos de crescimento de ouro (AuNPs de tamanho reduzido),
100 mL de agua miliQ filtrada foi levada a ebulicdo num balédo de 3 tubuladuras em banho
de parafina, ao qual se adicionou 69,2 pL da solugéo stock de HAuCls (a 1,445 M) e 15
mL de solugéo citrato a 1%. A solucdo foi entdo deixada a temperatura ambiente para
arrefecer. A temperatura ambiente, a solucéo coloidal foi entdo centrifugada (12500 g
durante 20 minutos) e armazenada a 4 °C. Antes de continuar o processo, foi feita a
determinacgédo da concentracdo em nanoparticulas da solugédo de nucleos de crescimento,

por espectroscopia de UV/Vis.

Para a sintese das AuNPs em forma de estrela, a 90 mL de agua miliQ filtrada em
agitacéo foram adicionados 400 pL de uma solugéo de HAuCls 50 mM, e uma mistura de
563,48 uL de solucao semente 23 nM com 336,52 pL de 4gua miliQ filtrada. Nesta fase, a
suspenséao apresentava um tom amarelado (proveniente da solucdo de HAuCl, 50 mM). A
seguir foram adicionados ao mesmo tempo, e sob maior agitacdo, 450 uL de acido
ascorbico 0,1 M e 900 pL de AgNOs 0,002 M, ficando a solugdo com cor azul. Passados
cerca de 3 minutos o pH foi ajustado a cerca de 7 usando uma solucdo de NaOH 1 M e
foram adicionados 300 pL de MUA 10 mM.

Em seguida, o volume final de suspensdo foi centrifugado a 2000 g durante 60
minutos a 25 °C. O sobrenadante resultante da centrifugacéo foi retirado e foi adicionada
agua miliQ filtrada, para ressuspender o sedimento, até perfazer um volume final de

cerca de 18 mL (Figura 9). A suspensao final foi entdo armazenada a 4 °C.
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Figura 9. Imagem representativa das solucdes coloidais de AuNPs em forma de
estrela, apresentando a cor azulada caracteristica das AUNPs com esta forma.
Foi ainda utilizada uma outra solugdo coloidal de AuNPs em forma de estrela,

sintetizada pelo mesmo método com cerca de 60 nm de tamanho.

2.3.2.1 Determinacdo da concentracdo em nanoparticulas da

suspensdo de nucleos de crescimento

Antes de se iniciar a fase de crescimento das AuUNPs em forma de estrela, foi feita
uma analise por espectroscopia de UV/Vis da suspenséao nucleos de crescimento. A partir
dos dados obtidos, foi calculada a concentracdo em nanoparticulas utilizando o método
de Haiss et al.,(111) e determinados os volumes a utilizar para os diferentes racios
[HAUCI4)/[OurQ]nacieos de crescimento. A quantidade de suspenséo de nucleos de crescimento
adicionada na reacdo depende do tamanho de AuNPs em forma de estrela que se
pretende obter uma vez que, quanto menor o racio [HAUCI4)/[Ouro]nacieos de crescimento, MENOr

serd o tamanho das estrelas.
2.3.3 Caracterizacao das suspensdes de AuNPs

Apo6s a sintese e filtracdo esterilizante em meio asséptico das AuNPs esféricas,
revestidas por citrato de sodio, e em forma de estrela, revestidas por MUA, foram
recolhidas amostras para a realizacdo de testes de caracterizacdo das particulas
nomeadamente, espectrofotometria de absorcdo de UV/Vis, imagem por TEM, medicbes
de DLS e potencial zeta, e determinacdo da concentracdo de ouro em suspensao por
EAA-AE.
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2.3.3.1 Espectrofotometria de absorgéo de UV/Vis

A espectrofotometria de absor¢do de UV/Vis é uma técnica utilizada na rotina de
trabalho para a validagdo das sinteses e verificagdo da estabilidade coloidal das

suspensdes de nanoparticulas.

Esta técnica é utilizada para determinar de um modo quantitativo a concentracdo de
substancias em solucéo que absorvem radiacdo quando expostas a radiacdo na zona do

visivel e ultravioleta, segundo a lei de Lambert-Beer:
A=¢ccl

onde A representa a absorvancia, € representa o coeficiente de extingcido molar, ¢ a
concentracdo e | o percurso 6tico, desde que a constante Gtica das nanoparticulas seja
conhecida (19).

Neste trabalho, as leituras dos espectros de absorcdo foram executadas em cuvettes
de quartzo com 1 cm de percurso 6tico e o coeficiente de extingdo molar de 1,39 x 108
mol?. L. cm™. As leituras foram realizadas numa gama de comprimento de onda entre os
300 e 0s 1000 nm.

2332 TEM

No TEM um feixe de eletrdes monoenergético e de elevada energia € feito incidir
sobre uma amostra de espessura fina, passando através dela. Com recurso a uma série

de lentes, através das quais o feixe transmitido € enviado, forma-se uma imagem (112).

A partir das imagens obtidas por TEM, é possivel determinar a distribuicdo de
tamanhos e o tamanho médio das particulas com ajuda de ferramentas informaticas.

Neste trabalho, foi utilizada a ferramenta informatica de tratamento de imagens ImageJ.

Para a andlise por TEM de cada amostra depositaram-se cerca de 15 pL numa rede
de cobre revestida com carbono/’formvar” de 200 mesh, deixando-se secar a temperatura

ambiente.
2.3.3.3 DLS e Potencial zeta

No decorrer deste trabalho foram ainda realizadas medidas de DLS e de potencial

zeta.
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O DLS é uma técnica de dispersao de luz utilizada para a determinagédo do didmetro

hidrodindmico das nanoparticulas em suspensdo. Nesta técnica, utiliza-se um laser

monocroméatico, que ao incidir numa amostra da dispersdo de nanoparticulas se vai

dispersar, sendo que a intensidade de dispersédo da luz é detetada por um dispositivo

detetor de fotbes com um angulo de dispersao fixo ou variavel, e € depende do tamanho

e concentracdo das nanoparticulas que

movimento Browniano.

possuem movimento aleatorio, designado por

O DLS mede a intensidade do movimento Browniano das particulas e relaciona-o

com o seu tamanho pela equacgéo de Stokes-Einstein a partir da qual se determina o seu

didmetro hidrodinamico (113,114).

d (H) =

kT
3mnD

Onde d (H) é o didametro hidrodinamico, k a constante de Boltzman, T a temperatura,

n a viscosidade e D o coeficiente de difuséo translacional.

E ainda possivel determinar a distribuicio de raios hidrodinamicos, avaliando assim a

disperséo de tamanhos das nanoparticulas em suspensao.

Outra medida avaliada no decorrer deste trabalho foi o potencial zeta, que é o

potencial eletrostatico gerado pela acumulacao de ides a superficie das particulas.

A superficie da particula esta organizada numa dupla camada elétrica composta por

uma regido interna, ou camada de Stern,
€ por uma regido externa, ou camada
difusa. Na primeira, os ides estdo
fortemente ligados a superficie enquanto
gque na segunda camada os ibes estdo
ligados a superficie de um modo mais
fraco, existindo ainda nesta camada uma
fronteira entre os iBes e as particulas
qgque formam uma entidade estavel. O
potencial existente nesta camada,
denominada plano deslizante, designa-

se por potencial zeta (Figura 10).

Particula carregada negatvamente

Camada de Stern

Plano deslizante

Potencial de superfice

Potencial de Stern
mV
Potencal Zeta

e
>

Distdncia 3 partr da supericie da paticuls

Figura 10. Representacédo esquematica do potencial
zeta & superficie de uma particula. Adaptado de (142).
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A medicdo do potencial zeta é feita aplicando um campo elétrico a solugéo coloidal
gue interage com as particulas carregadas e estas sao atraidas para o elétrodo de carga
oposta. A velocidade da particula no campo elétrico corresponde a mobilidade

eletroforética, e que pode ser relacionada com o potencial zeta pela equagéo de Henry:

2e( .
Ue = 52 f (kR)

onde Ug corresponde a mobilidade eletroforética, € corresponde a constante
dielétrica e n a viscosidade do solvente,  é o potencial zeta e f(KR) corresponde a fungao

de Henry.

Assim, para nanoparticulas, o potencial zeta mede o potencial na interface da dupla
camada elétrica que se relaciona com a carga da superficie metalica da nanoparticula e

também com a esfera de hidratacdo (agente de revestimento e liquido adjacente).

Para as medidas de DLS e potencial zeta uma amostra das suspensfes de AuNPs
foi transferida para uma cuvette apropriada, que permitisse além da medi¢éo do diametro
hidrodindmico a medicdo de potencial zeta (em poliestireno com elétrodos metélicos)
(Malvern) sendo as leituras feitas no Zeta Sizer Nano ZS, com os devidos ajustes
relativamente ao numero de medicbes e temperatura para cada ensaio. Todas as
medicdes foram realizadas em tampéao fosfato 10 mM pH 7 e a voltagem utilizada para as

medicdes de potencial zeta foi -150/+150 V.
2.3.3.4 EAA-AE

A espectroscopia de absorgdo atémica baseia-se na absorcdo de radiacéo
eletromagnética por atomos de um determinado elemento num conjunto limitado e
definido de comprimentos de onda. Como a medida é efetuada sobre atomos, estes tém
que ser gerados. Assim, a producdo de atomos em absorcdo atébmica pode ocorrer por
via da atomizag&o por chama ou por atomizacédo eletrotérmica. Dentro da espectroscopia
por absor¢do atémica com atomizacdo eletrotérmica encontra-se a atomizagao

eletrotérmica em forno de grafite.
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No decorrer deste trabalho, a quantificacdo de ouro nas suspensdes de AuNPs
sintetizadas foi efetuada num espectrofotometro de absor¢cdo atémica com forno de
grafite equipado com um pipetador automatico. As leituras foram efetuadas no pico de
absorcdo a 242,8 nm com uma lampada de catodo oco de ouro.

Para a determinagédo da quantidade em ouro das suspensdes de foram retirados 50
uL de cada uma das suspensfes, as quais se adicionaram 5 mL de HCI 0,2% (v/v) e
colocou-se na estufa a digerir, a uma temperatura de 105 °C durante um periodo
aproximado de 5 horas. No final, diluiu-se a suspenséo digerida em 10 mL de HCI 0,2%
(viv) e homogeneizou-se vigorosamente esta solucdo por meio de um vortex. Em
seguida, retiraram-se 100 uL da solug¢do que foram diluidos em 1 mL de HCI 0,2% (v/v),
obtendo-se assim uma dilui¢do final de 1:2000. Cerca de 1 mL desta solucéo foi utilizada
para preencher uma cuvette descartavel que foi colocada no amostrador automatico do
espetrofotometro.

O amostrador automatico foi preparado para pipetar para o interior do forno de grafite
10 uL da solugdo modificadora de matriz (preparada com 0,75 mL de magnésio, 1,25 mL
de paladio e 35 mL de HNO3;), seguidos de 20 uL da solugéo a analisar. A Tabela 1

resume as condicdes analiticas utilizadas na anélise das amostras.

Tabela 1. Condi¢des analiticas usadas para a quantificacdo de ouro por EAA-AE.

Passo Temperatura Rampa de Temperatura Fluxo do Gas
(°C) Temperatura (s) constante (s) (ml/min)
1 (Secagem) 110 15 25 250
2 (Secagem) 140 15 25 250
3 (Pirdlise) 800 25 25 250
4 (Atomizacdao) 1800 0 5 0
5 (Limpeza) 2450 1 3 250

2.3.4 Funcionalizacéo das AuNPs esféricas

De forma a perceber qual o efeito do revestimento na toxicidade das AuNPs

esféricas, a uma amostra das AuNPs esféricas de aproximadamente 15 nm foi trocado o
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revestimento. Assim, foi utilizado MUA de forma a substituir o citrato a superficie das
AuUNPs.

Para substituir o citrato pelo agente de revestimento tiolado, o MUA, a um volume
conhecido de particulas, este tem que ser adicionado com um numero de moléculas 5000
vezes maior em relagdo as AuNPs de 15 nm. Como a solu¢do de MUA estava a uma
concentracdo de 10 mM, apenas alguns microlitros tém que ser adicionados a suspensao
coloidal. Assim, ap0s a sintese das AuNPs esféricas de aproximadamente 15 nm
revestidas com citrato, calculou-se a concentracdo total de AuNPs existentes em solucéo
por espectrofotometria de UV/Vis segundo o método de Haiss et al. (111), e o respetivo
volume de MUA adicionar para que o numero de moléculas de MUA fosse 5000 vezes
superior ao numero de AuNPs.

Depois da adicdo de MUA, a solucdo coloidal sofreu 3 ciclos de centrifugacdo (10
minutos a 18000 g)-ressuspensdo em agua miliQ filtrada, de forma a eliminar os

possiveis excessos de agente de revestimento.

2.4 Estudos de citotoxicidade in vitro

2.4.1 Modelos celulares em estudo

No decorrer deste trabalho foram utilizadas diferentes modelos celulares para
avaliacdo da citotoxicidade das suspensdes de nanoparticulas em estudo,
nomeadamente a linha HepaRG (com as células ndo diferenciadas e diferenciadas) e

Caco-2. Foram ainda utilizados hepatécitos primarios de rato.
2.4.1.1 Células HepaRG diferenciadas e ndo diferenciadas

A linha celular HepaRG deriva de hepatocarcinoma humano e pode diferenciar-se
em dois tipos de células quando estas atingem a confluéncia, um tipo em que as células
apresentam forma achatada e outro que forma aglomerados de células granulares
epiteliais que se assemelham a hepatdcitos. A adicdo de 2% de DMSO e 50 pM de
hemissuccinato de hidrocortisona ao meio de cultura induz a diferenciacdo das células
tipo-hepatdcitos em mais células granulares, muito semelhantes a hepatécitos primarios
adultos tipicos, com um ou dois nucleos, e estruturas semelhantes a canaliculos biliares
(115).
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Esta linha celular expressa um grande numero de enzimas hepaticas como é o caso
das enzimas do citocromo P450 como as CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1l e
CYP3A4, ao contrario de outras linhas de hepatoma como é o caso das HepG2,
tornando-a muito atrativa como modelo in vitro para determinacédo do efeito de farmacos

e outros compostos (115).

Figura 11. Fotografia das células HepaRG: & esquerda sem diferenciacéo e a direita apds 15
dias de diferenciagcdo em meio suplementado com 2% de DMSO.

A linha celular cresceu até a confluéncia em frascos de cultura T75 cm? mantidos a
temperatura de 37 °C numa atmosfera com 5% de CO.. Posteriormente foi feita a
tripsinizacédo e as células semeadas em placas de 96 pocos. Para ocorrer a diferenciagcéo
das células em células hepéticas, estas foram mantidas 15 dias num meio suplementado
com 2% de DMSO, a temperatura de 37 °C numa atmosfera com 5% de CO., até a
realizacdo dos ensaios de toxicidade. Todos 0s ensaios realizados com esta linha celular,
no ambito deste trabalho, foram feitos entre as passagens P13 e P22.

2.4.1.2 Células Caco-2

A linha celular Caco-2 é proveniente de adenocarcinoma de cdélon humano, e
apresenta varias caracteristicas morfolégicas e bioquimicas semelhantes aos enterécitos
do intestino delgado nomeadamente ligacdes intercelulares entre células adjacentes,
microvilus e algumas enzimas e transportadores caracteristicos dos enterdcitos como
peptidases, esterases e glicoproteina P. Estas células crescem em monocamada,

apresentando morfologia polarizada cilindrica (116).
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Figura 12. Fotografia das células Caco-2.

A linha celular cresceu até a confluéncia em frascos de cultura T75 cm? mantidos a
temperatura de 37 °C numa atmosfera com 5% de CO,. Posteriormente foi feita a
tripsinizacdo e as células semeadas em placas de 96 pocos em meio de cultura e
incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO, durante a noite para adesdo das
células aos pogos. Todos o0s ensaios realizados com esta linha celular, no &mbito deste

trabalho, foram feitos entre as passagens P75 a P79.

2.4.1.3 Hepatdcitos primarios de rato

Os hepatocitos primarios néo proliferam in vitro e precisam de ser isolados para cada
experiéncia a realizar. Os ratos sdo a fonte mais comum de isolamento destas células,
com 100 a 400 milhdes de células rotineiramente isoladas de cada animal com grande
taxa de viabilidade (117).

56 Figura 13. Fotografia dos hepatécitos primarios de rato apés isolamento.



Neste trabalho, o isolamento dos hepatécitos foi realizado por perfusdo de
colagenase de acordo com os procedimentos de rotina laboratorial do Laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto (118).

A suspensao celular foi depois semeada em placas de 96 pocos em meio de cultura
e incubada a 37 °C numa atmosfera com 5% de CO, durante a noite para adesdo das
células aos pocos.

2.4.2 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular € o pardmetro mais frequentemente avaliado nos ensaios de
citotoxicidade, sendo que a viabilidade das células em cultura pode ser determinada pela
monitorizacdo de varios processos celulares, por medigcbes baseadas em reacgdes

gquimicas e do metabolismo celular (16,119,120).

Para avaliar a citotoxicidade dos diferentes tipos de AuNPs utilizados nas linhas
celulares supracitadas, foram utilizados dois ensaios, reducdo do MTT e o ensaio de
incorporagdo do VN. Adicionalmente, na linha celular Caco-2 foi utilizado o ensaio da
libertacdo de LDH. Estes s&o 0s ensaios mais comumente utilizados para a determinagéo
de toxicidade ou viabilidade celular apds exposi¢do a substancias possivelmente toxicas
(121).

Para os ensaios de viabilidade celular procedeu-se ao crescimento das linhas
celulares supracitadas em placas de cultura celular de 96 pog¢os nas quais se colocaram
as células numa densidade de 50 000 células por pogco para as células Caco-2,
aproximadamente 150 000 células por poco para as células HepaRG diferenciadas, e ndo
diferenciadas e 50 000 células por pogo para os hepatdcitos primarios, num volume total
de 100 pL por poco. As células foram expostas a concentragdes de 1, 5, 10, 20, 40 e 60
MM de cada tipo de AuNPs e os tempos de incubacéo avaliados foram 4 e 24 horas. As
células foram ainda expostas a 1% de Triton x-100 (controlo positivo), uma solug¢éo de 33
UM de 11-MUA e uma solucéo 2,2 mM de citrato de sédio (ambos usados como controlo
do solvente). Para o controlo negativo, as células foram mantidas em meio de cultura

durante todo o tempo de incubacéao.

Para cada ensaio realizado no ambito deste trabalho, realizaram-se, pelo menos, trés

experiéncias independentes (n=3), em triplicado.
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2.4.2.1 Ensaio de reducéo do MTT

O ensaio de reducdo do MTT é um ensaio colorimétrico que deteta a viabilidade
mitocondrial. O MTT € um sal tetrazélio insoluvel em agua, de cor amarelo pélido (120),
que se converte num formazano insoltvel purpura por clivagem do anel tetrazolio pela
enzima mitocondrial succinato desidrogenase quando a funcdo das mitocondrias néo se
encontra comprometida, ou seja, quando a célula ndo foi danificada. O formazano é
impermeavel as membranas celulares acumulando-se nas células viaveis (121). Contudo,
€ necessario dissolver este produto, uma vez que ele € apenas parcialmente soluvel no

meio (120) e para isso € usada uma solucao de solubilizacao, geralmente DMSO.

Para este ensaio, foi preparada uma solu¢gdo MTT 0,5 mg/mL em HBSS na presenca
de célcio e magnésio e deixada sempre ao abrigo da luz. A cada poco das placas de 96
pocos, foram adicionados 100 pL desta solucao, apds aspiracdo do meio de cultura que
estava nos pocgos. As placas foram entdo incubadas a 37 °C na estufa durante 90
minutos para a linha celular HepaRG (diferenciada e nédo diferenciada), 30 minutos para a
linha celular Caco-2 e 90 min para os hepatdcitos primarios. De seguida, a solu¢do de
MTT foi aspirada e foram adicionados 100 uL de DMSO para dissolver os cristais de
formazano formados. As placas foram deixadas em agitacdo durante 15 minutos ao
abrigo da luz e a absorvancia a 550 nm foi depois lida diretamente nas placas, usando
um leitor de placas. A percentagem de viabilidade foi calculada a partir dos valores de
absorcéo obtidos para as células expostas as diferentes concentracdes e os diferentes

tipos de nanoparticulas, em relagdo aos controlos utilizados.
2.4.2.2 Ensaio de incorporacgéo do VN

O ensaio de incorporacdo do VN, descrito pela primeira vez por Borenfreund &
Puerner (122), permite fazer avaliagdo da viabilidade celular uma vez que determina a
acumulagdo do corante vermelho neutro nos lisossomas de células viaveis (121). Nas
células nao viaveis o corante é libertado para o citosol, sendo libertado quando as células

sdo expostas a uma solucgéo de lise celular.

Para este ensaio, foi preparada uma solucdo de VN 50 pg/mL em HBSS na presenca
de célcio e magnésio e deixada sempre ao abrigo da luz. A cada poco das placas de 96
pocos, foram adicionados 100 pL desta solucdo, apds aspiracdo do meio de cultura que
estava nos pocos. As placas foram entdo incubadas a 37 °C na estufa durante 90

minutos para a linha celular HepaRG (diferenciada e nédo diferenciada), 30 minutos para a
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linha celular Caco-2 e 90 minutos para os hepatdécitos primérios. De seguida, a solugéo
de VN foi aspirada e foram adicionados 100 puL da solucéo de lise. As placas foram
deixadas em agitacdo durante 15 minutos ao abrigo da luz e a absorvéncia a 540 nm foi
depois lida diretamente nas placas, usando um leitor de placas. Tal como no ensaio de
MTT, a percentagem de viabilidade foi calculada a partir dos valores de absorcéo obtidos
para as células expostas as diferentes concentracbes e os diferentes tipos de

nanoparticulas em relagéo aos controlos utilizados.
2.4.2.3 Ensaio de libertacdo de LDH

Outro ensaio habitualmente utilizado nos ensaios toxicolégicos in vitro para
determinar a viabilidade celular, basado na integridade da membrana citoplasmatica das
células, é o ensaio de libertacdo de LDH, enzima que existe normalmente no citoplasma
das células (121). A reducao da viabilidade celular conduz ao aumento da permeabilidade
da membrana citoplasmética das células, e assim a libertagdo da enzima lactato
desidrogenase no meio de cultura celular (16).

Para o doseamento da LDH, procede-se entdo a medicdo espectrofotométrica de (-
NADH consumido durante a reacdo de conversao de piruvato em lactato.

A partir das placas de 96 pogos das culturas celulares de Caco-2, foram retirados 10
UL de meio de cada poco das células incubadas com as diferentes concentracdes e
diferentes tipos de nanoparticulas e dos controlos (positivo, negativo e de solvente) e
colocados em poc¢os de uma nova placa de 96 pocos. Posteriormente a cada pogo foram
adicionados 40 pL de tampéo KH2PO4 0,05 M e 200uL do cofator B-NADH. Depois de
colocar a placa no leitor, adicionaram-se 25 pL de piruvato de sédio e iniciou-se a leitura
de imediato, de forma a verificar desde logo a atividade enzimética. A leitura é feita a um

comprimento de onda de 340 nm.
2.4.3 Andlise estatistica

Na andlise estatistica dos dados obtidos, utilizou-se o programa GraphPad Prism 6.0.
Os resultados obtidos, de pelo menos 3 experiéncias independentes, foram apresentados
como média + erro padrdo da média (standard error of the mean, SEM). A analise da
distribuicdo dos dados (normalidade) foi avaliada recorrendo aos testes de Kolmogorov—
Smirnov, D'Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk e as comparacdes estatisticas realizadas
por analise unidirecional da variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagcédo multipla
de Dunnett. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p inferiores a
0,05.
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2.5 Estudos in vivo sobre a influéncia da forma no perfil de
biodistribuicdo de AuNPs

De modo a estudar a influéncia da forma da particula no perfil de distribuicao de
AuNPs ap06s administragcdo oral, utilizaram-se AuNPs esféricas revestidas por citrato de
sodio e em forma de estrela revestidas por MUA de tamanhos semelhantes.

2.5.1 Modelo animal e condi¢cdes experimentais

O modelo animal utilizado foi o rato Wistar macho, com peso compreendido entre
350 e 450 g.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente pelos diferentes grupos experimentais, 2

animais por grupo e 1 animal para controlo.

As suspensdes dos diferentes tipos de AuNPs testadas foram administradas por via
oral com ajuda de uma cénula aprovada para administragdo orogastrica, sob anestesia
ligeira, numa dose de 0,6 mg/kg de peso corporal. Para o controlo, foram administrados 2

mL de agua a um animal.

Tabela 2. Volumes de suspensdo de AuNPs administrados para uma dose de 0,6 mg/kg, tendo
em conta o peso do animal.

Volume administrado

Animal Tratamento Peso

(@) (mL)

#1 376 1,88
AuNPs Esféricas = 60 nm
#2 370 1,85
#3 400 1,47
AuUNPs Estrelas = 50 nm (A)

#H4 390 1,43
#5 Controlo 415 2

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas com acesso a racéo e 4gua ad

libitum.

Apdés 24 horas, os animais foram anestesiados com isoflurano, e sacrificados por

exsanguinacdo, com colheita de sangue para tubos heparanizados a partir da porcéo
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abdominal da veia cava descendente. Recolheram-se depois os o6rgaos/tecidos,
nomeadamente o figado, o coracdo, os pulmdes, o bago, os rins, o eséfago, o estbmago
(bem como o contetudo estomacal), o intestino delgado, o intestino grosso, os testiculos,
uma amostra de musculo, o cérebro, uma amostra de osso (fémur),o0 timo e a traqueia.
As amostras foram lavadas rapidamente em soro fisioldgico, secas em papel de filtro e
pesadas numa balanca de precisédo e posteriormente guardadas até serem analisadas.
Foram ainda recolhidas separadamente nas gaiolas metabdlicas, as fezes e urina de 24
horas de cada animal. Todos os instrumentos cirdrgicos utilizados foram cuidadosamente

lavados ao longo de todo o procedimento para evitar contamina¢des cruzadas.

2.5.2 Determinacao do contetdo em ouro nos 6rgéaos recolhidos por
EAA-AE

O pré-tratamento das amostras bioldgicas foi efetuado de acordo com o protocolo
descrito no trabalho de Morais et al., 2012 (98).

Para a preparagdo das amostras a analisar por EAA-AE, foi praticado o mesmo
protocolo ja descrito para a determinacdo da quantidade em ouro das suspensdes
coloidais (ver 2.3.3.4).
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3.
RESULTADOS E DISCUSSAO






Os resultados experimentais relativos a este trabalho serdo apresentados e discutidos em
consonancia com os objetivos formulados. Para uma melhor compreensdo dos
resultados, estes serdo apresentados em diferentes seccdes: primeiro serdo
apresentados os resultados relativos a sintese e caracterizacdo dos diferentes tipos de
nanoparticulas sintetizadas, de seguida serdo apresentados os resultados dos ensaios in
vitro levados a cabo com os diferentes modelos celulares, e por fim serdo apresentados
os resultados de biodistribuicdo in vivo obtidos depois da administracéo oral de dois tipos

de nanoparticulas sintetizadas a ratos.
3.1 Sintese e caracterizacdo das AuNPs sintetizadas

Embora existam inUmeras metodologias para a sintese de solucdes coloidais de
AuNPs, a mais simples e vulgarmente utilizada para a sintese de AuNPs com baixa
dispersdo e de forma esférica foi descrita inicialmente por Turkevich et al. em 1951
sofrendo desde entdo algumas modificagdes no sentido do seu melhoramento. Associada
ao crescimento mediado por sementes, esta técnica estd também na base da sintese de

AUNPs de outras formas.

A sintese das AuNPs esféricas com diametro aproximado de 60 nm foi realizada
duas vezes. A solugéo coloidal de AuNPs sintetizada na primeira vez, ao fim de alguns

dias, acabou por perder a sua cor vermelha (Figural4).

Figura 14. Comparagéo entre uma solugéo coloidal de AuUNPs macroscopicamente
com bom aspeto e a solucdo coloidal de AUNPs que se estragou.
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J& anteriormente o acondicionamento das solugdes coloidais de AuNPs foi avaliado
(123). Os resultados indicam que o acondicionamento em frascos de vidro se mostra
mais favoravel em comparagdo com frascos de plastico. Contudo, neste caso, na origem
deste acontecimento com as AuNPs poderdo estar as mas condi¢cdes de limpeza do
frasco, requisito essencial para o0 bom acondicionamento e manutencdo das

caracteristicas das AuNPs.

A sintese das AuNPs em forma de estrela foi realizada inUmeras vezes. Uma vez
gue € necessario que as caracteristicas das AuNPs se mantenham, torna-se
indispensavel o controlo dos parametros da reagcdo com o maior rigor possivel,
nomeadamente as concentra¢gdes dos reagentes, a temperatura, a adicdo simultanea do

acido ascorbico e nitrato de prata e o volume de sintese.

Foram testados diferentes racios [HAUCI)/[OurO]nacieos de crescimento d€terminando-se
gue aquele que fornecia melhores resultados, ou seja, aquele que produzia AuUNPs em
forma de estrela com o tamanho pretendido, era o racio 1,2. De notar que, quanto menor

o racio utilizado, menor serd o tamanho das AuNPs em forma de estrela.

As solucgbes de nitrato de prata e &cido ascoérbico foram sempre preparadas de novo,
e mantidas ao abrigo da luz, antes de cada uma das sinteses para garantir as suas boas
condicbes uma vez que estas solugbes sao fotossensiveis. A adicao destes dois
reagentes ao sistema reacional deve ser feita em simultaneo e de uma forma célere
(110). A adicéo de &cido ascorbico de forma lenta, faz com que nédo se formem AuNPs
em forma de estrela, 0 mesmo acontecendo se este for adicionado antes do nitrato de
prata. Se o nitrato de prata for adicionado antes do acido ascoérbico, este precipita e ndo

se formam AuNPs em forma de estrela quando se adicionar o acido ascérbico.

Para o mesmo racio de [HAUCI]/[OurO]nscleos de crescimento fOram ainda testados dois
volumes reacionais, nomeadamente 30 e 90 mL, mas manteve-se sempre as
concentragdes dos reagentes utilizados em ambos os casos. Os resultados obtidos,
nomeadamente o tamanho e distribuicdo de tamanhos das particulas, por comparacao
das imagens de TEM de amostras de ambos os casos, foram melhores para o maior

volume reacional (dados ndo apresentados).
3.1.1 Caracterizacao por espectrofotometria de UV/Vis

A caracterizacdo por espectrofotometria de UV/Vis é uma ferramenta recorrente para

a validacao das sinteses e verificacdo da estabilidade coloidal das AuNPs sintetizadas.
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A caracterizagdo das AuNPs esféricas por UV/Vis foi realizada imediatamente apos a
sua sintese. No caso das AuNPs revestidas com MUA, a caracterizagdo por UV/Vis foi
realizada apenas apoés a funcionalizagdo. As dispersdes coloidais de AuNPs esféricas
deverdo apresentar um maximo de absor¢do a rondar os 520 nm sob a forma de uma
banda plasménica de ressonancia bem definida. O deslocamento da posi¢cdo da banda
plasmonica pode significar a formagao de particulas de maior dimensao ou de agregados.

0,8

o7 —— AuNPs esféricas = 70 nm (Citrato)
0,6 AUNPs esféricas = 60 nm (Citrato)
= AUNPS esféricas = 15 nm (Citrato)
02 AUNPS esféricas = 15 nm MUA

400 500 700 800

600
A (nm)

Figura 15. Espectros de absor¢do de UV/Vis das AuNPs esféricas.

Por observacdo dos espectros de UV/Vis (Figura 15) obtidos constata-se houve
formacdo de AuNPs esféricas, uma vez que 0s espectros apresentam a banda
plasmonica, a rondar os 520 nm. Assim, 0 maximo de absor¢éo foi de 530 nm para as
AuNPs de maior tamanho, 525 nm para as AuNPs com aproximadamente 60 nm e 523 e
526 nm para as AuUNPs mais pequenas revestidas com citrato ou MUA, respetivamente.
Constata-se ainda, pela forma da banda, que se tratam de amostras com dispersao
bastante reduzida e bem estabilizadas pelo agente de revestimento, especialmente a

solucdo de AuNPs de maior tamanho, uma vez que apresenta a banda menos larga.

No caso das AuNPs em forma de estrela, a andlise por espectroscopia de UV/Vis foi
realizada logo a seguir a sintese, depois das centrifugacdes das suspensfes coloidais
sintetizadas (Figura 16).
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Figura 16. Espectros de absor¢do de UV/Vis das AuNPs em forma de estrela sintetizadas neste
trabalho. Os espectros A e B correspondem as solu¢des coloidais sintetizadas com récio 1,2 e o
espectro C as AuNPs em forma de estrela com didmetro maior.

As AuNPs anisotropicas apresentam normalmente mais do que uma banda
plasménica (37). No caso das das AuNPs em forma de estrela, estas apresentam duas
bandas de absorcao resultante da hibridacao da excitacdo coletiva dos eletrées do nicleo
da particula e de cada ponta individual.

A relacdo entre o comprimento de onda da banda plasmoénica e o nUmero de pontas
gue as AuNPs apresentam ja foi determinada (124). Assim, a banda plasmonica sofre um
desvio para comprimentos de onda maiores com 0 aumento do nimero e razdo de

aspeto das pontas das AuNPs em forma de estrela.

Os espectros de absor¢cédo de UV/Vis das AuNPs em estrela sintetizadas apresentam
uma banda entre os 650 e os 700 nm correspondente a banda de absorcdo das pontas
(673, 670 e 662 nm para as AuNPs dos espectros A, B e C, respetivamente).
Apresentam, ainda que muito ténue, uma segunda banda proxima dos 550 nm
correspondente a banda de absor¢cdo do nucleo. Contudo, devido a dispersdo de
tamanhos das AuNPs em estrela sintetizadas, refletida pela largura da banda entre os

650 e os 700 nm, deu-se a sobreposicdo das bandas, tornando a sua percecdo muito
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dificultada. A sua percecao € ainda mais dificil para o espectro C onde a largura sugere
gue haja uma disperséo dos tamanhos das AuNPs consideravel.

3.1.2 Caracterizacdo por TEM

As imagens obtidas por TEM, foram analisadas num software de andlise de imagem
usado para a contagem de nanoparticulas e respetivos didmetros, o ImageJ. A cada
amostra analisada esta associado um histograma com a distribuicdo de tamanhos
(Figuras 17-18).
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Figura 17. Imagens de TEM representativas das amostras de AuNPs esféricas e respetivos histogramas
de distribuicdo de tamanhos.
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Figura 18. Imagens de TEM representativas das amostras de AuNPs em forma de estrela e
respetivos histogramas de distribuicdo de tamanhos.

A partir das imagens obtidas, verificou-se que, efetivamente, as AuNPs sintetizadas
exibiam forma esférica ou forma de estrela, consoante o método de sintese utilizado, tal

como indicado pela analise espectrofotométrica. Relativamente a polidispersdo de
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tamanhos, verifica-se que esta € menor para as solugdes coloidais de AuNPs esféricas,

uma vez que estas sdo aqueles que apresentam menor desvio associado a medicao.

De referir que todos os ensaios de caracterizacdo das AuNPs, com excecdo da
avaliacdo por espectrofotometria de UV/Vis, foram realizados a partir de uma amostra de
cada uma das suspensOes coloidais depois da sua filtracdo esterilizante em ambiente
asséptico. No ambito da caraterizacdo de nanoparticulas é também usual recorrer-se
adicionalmente a medicbes de dispersdo de luz, nomeadamente DLS que, de certa

forma, servem de complemento para uma caraterizagdo mais completa.

3.1.3 Caracterizacao por medicdes de dispersédo de luz (diametro
hidrodindmico) e potencial zeta

Os resultados relativos ao didmetro hidrodindmico e potencial zeta, foram obtidos a
partir de 3 leituras efetuadas com cada uma das amostras das suspensdes coloidais. Os
valores apresentados, quer para o raio hidrodinamico quer para o potencial zeta, foram

obtidos calculando-se a média dos resultados obtidos nas trés leituras.

Quando analisados os valores obtidos (Tabela 3), homeadamente das AuNPs
esféricas de menor tamanho, percebe-se que a funcionalizagdo aumentou o seu diametro
hidrodindmico evidenciando que de facto ocorreu a troca de agentes e revestimento,com

a substituicdo do citrato por MUA.

Relativamente a dispersdo de tamanhos, analisando os graficos de intensidade
obtidos para a determinagdo do didmetro hidrodinAmico (Anexo 1) conclui-se que,
relativamente as AuNPs esféricas, a dispersdo é maior para as AuNPs de menor
tamanho (= 15 nm). No caso das AuNPs esféricas com didmetro aproximadamente 15 nm
revestida com citrato [AuNPs esféricas = 15 nm (Citrato)], a existéncia de uma banda
deslocada para tamanhos maiores pode indicar a formacdo de agregados. Com a
mudanca de revestimento/funcionalizagdo com MUA parece ter havido um aumento da
dispersdo de tamanhos, mantendo-se a segunda banda de para tamanhos maiores,
correspondendo provavelmente a formagcdo de agregados. No caso das outras

suspensodes coloidais, os graficos de intensidade obtidos mostram apenas uma banda.

De forma a conhecer o potencial elétrico de superficie das AuNPs, realizaram-se
medicdes de potencial zeta, grandeza que diz respeito a carga da interface dupla camada
elétrica (agente de revestimento e hidratacéo), sendo que os valores obtidos estdo de

acordo com os valores apresentados na literatura (125).
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Pode-se ainda comparar os valores de potencial zeta obtidos com a mudanga do
agente de revestimento sendo que, uma vez que o citrato e o MUA tém cargas negativas
a pH 7, ndo é de esperar que haja alteracdes significativas no valor de potencial zeta. De
facto, a troca do agente de revestimento, de citrato para MUA para as AuNPs esféricas =
15 nm, parece néo ter grande efeito no valor de potencial zeta (Tabela 3), registando-se
uma diminuicdo de apenas 4 mV no valor de potencial zeta quando ocorre a troca do
agente de revestimento, de citrato para MUA, o que vai de encontro e estudos feitos

anteriormente (126).

Quando comparados os valores obtidos por DLS com os valores obtidos pelos
histogramas, verifica-se que ha uma diferenca relativamente aos valores determinados a

partir das imagens de TEM (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de diametro obtidos por TEM, DLS e potencial zeta das AuNPs utilizadas no
decorrer deste trabalho. Os valores sdo apresentados na forma de média + desvio padréo.

Diametro Diametro
hidrodinamico Potencial Zeta
(TEM) (DLS)
AuNPs Esféricas = 15 nm
(Citrato) 14,8 £ 2,9 nm 43,65 + 1,69 nm -23,63 mV
AuNPs Esféricas =15 nm 14,8 +2,9 nm’ 46,72 + 0,76 nm 27,73 mV
(MUA)
AuNPs Esféricas = 60 nm
(Citrato) 58,47 + 6,93 nm 59,19 + 0,27 nm -30,23 mV
AuNPs Esféricas = 70 nm
(Citrato) 66,97 £ 7,18 nm 62,73+ 1,27 nm -26,10 mV
AuNPs Estrelas = 50 nm (A) 54,31 +12,31 nm 71,31+ 0,99 nm -43,53 mV
AuNPs Estrelas = 50 nm (B) 56,03 + 12,52 nm 59,73+ 0,19 nm -41,13 mV
AuNPs Estrelas = 60 nm (C) 62,74 + 15,46 nm 87,52 + 0,99 nm -33,03 mV

'O valor apresentado corresponde ao valor das AuNPs Esféricas de = 15 nm antes da troca
revestimento, ou seja as AuNPs Esféricas de = 15 nm revestidas a citrato, uma vez que o agente de

revestimento nédo é detetado por TEM.

Regra geral, os valores do diametro obtidos por DLS s&o superiores ao diametro
determinado por TEM, facto justificado pelo facto da DLS ser uma técnica que mede o
didmetro hidrodindmico das particulas, que inclui necessariamente o raio da esfera de

hidratagdo, enquanto o TEM apenas reconhece a matéria com elevada densidade
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eletrénica nao distinguindo a matéria organica, ou seja, esta técnica so deteta os nucleos

inorgéanicos.

Tal como esperado, para as solucbes coloidais analisadas, o diametro médio
determinado por DLS é maior que o didmetro determinado por TEM (Tabela 3). Ha
contudo, em alguns casos, uma discrepancia de valores obtidos entre as duas técnicas.
Estas discrepancias podem ser explicadas pelo facto das medi¢cdes de DLS serem muito
sensiveis a agregacdo, mesmo para agregados de pequena dimensdo, como ja foi
observado anteriormente (127). Assim, a existéncia de agregados pode desviar toda a

populagdo de tamanhos para valores um pouco maiores.

Analisando os gréficos de intensidade obtidos para as AUNPs que apresentam uma
elevada discrepancia entre os resultados de TEM e de DLS (Anexo 1), verifica-se que, no
caso das AuNPs esféricas = 15 nm, ha efetivamente duas bandas de intensidade, sendo
que uma € deslocada para valores muito maiores. No caso das AuNPs em forma de
estrela, apesar de ndo se detetar uma segunda banda de intensidades deslocada para
valores de diametro superiores, é de possivel que os agregados formados tenham um
tamanho relativamente pequeno, ndo sendo a DLS capaz de diferenciar entre as duas
populacdes de tamanhos, pelo que as duas estéo representadas numa sé banda.

Surpreendentemente, e ao contrario do que seria de esperar, no caso das AuNPs
Esféricas = 70 nm, o didmetro médio determinado a partir do TEM ¢é maior
comparativamente ao obtido por DLS (Tabela 3). Este resultado expfe a fragilidade
associada as medicfes a partir de imagem obtidas por TEM. A subjetividade do operador
bem como a incerteza das imagens serem representativas da solucéo coloidal, sado fontes
de incongruéncias. Neste caso, seria prudente uma nova avaliagdo por TEM, agitando
bem a amostra de forma a garantir que se obtém uma aliquota representativa para
avaliagcdo por TEM. Havia contudo a possibilidade de, ao longo do tempo, ocorrerem
modificagbes das caracteristicas das AuNPs, nomeadamente a possibilidade de
formacdo de agregados, o que influenciaria os resultados. A avaliagdo da estabilidade

das AuNPs ao longo do tempo em que decorreu este trabalho, néo foi realizada.

A partir destes resultados, denota-se a necessidade de caracterizar as
nanoparticulas extensivamente recorrendo a varios métodos e ensaios, sendo também
do maior interesse para trabalhos futuros, a implementacdo de uma metodologia de
trabalho, que apesar da necessidade de se adequar ao tipo de nanoparticula em estudo,

seja 0 mais padronizada e completa possivel, para a obtencdo de melhores resultados.
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3.2 Avaliacéao da citotoxicidade das AuNPs

A viabilidade celular € o parametro mais comumente investigado para avaliar a

citotoxicidade de uma determinada substancia (119).

Os ensaios utilizados durante este trabalho, reducdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), incorporacdo de vermelho neutro (VN) e
libertacdo de lactado desidrogenase (LDH), sdo dos mais vulgarmente utilizados para
avaliacdo da citotoxicidade de nanomateriais. A caracteriza¢cdo das nanoparticulas é um
requisito indispensavel antes da realizagdo destes ensaios uma vez que as
nanoparticulas podem interagir com os componentes dos diferentes ensaios ou interferir

com os sistemas de detecdo levando a obtencéo de resultados pouco fidedignos (119).

7

Quando se testam nanoparticulas, é importante ndo esquecer que o0s protocolos
utilizados para a determinacéo da viabilidade celular variam entre grupos de investigagao.
Por exemplo, no ensaio de MTT, procedeu-se na parte final do ensaio a solubilizacdo das
células e do formazano com a utilizagdo de um solvente como o DMSO, e quando se
testam nanopatrticulas, esta solubilizacdo da origem a uma suspensao que contém, além
do formazano dissolvido, detritos celulares. Alguns grupos, antes de fazer a leitura de
absorvancia, optam por centrifugar a amostra e transferir o sobrenadante para uma nova
placa de 96 pocgos, de forma a reduzir as interferéncias que podem ocorrer devido aos
detritos celulares (16). Durante o presente trabalho, ap0s a solubilizagdo das células e
formazano néo se efetuou a centrifugacdo da amostra, contudo, de forma a garantir que
todo o formazano era dissolvido, as placas foram sujeitas a agitagdo moderada durante

15 minutos antes da leitura de absorvancia.

Outro fator que deve ser levado em conta quando se avalia o efeito de
nanoparticulas na viabilidade celular por ensaios como o MTT e VN, que se baseiam na
leitura de absorvancia, é o valor de absorvancia das proprias AuUNPs que se pode situar
no mesmo comprimento de onda daqueles utilizados para as leituras do ensaio de MTT e
VN (550 e 540 nm, respetivamente). Esta interferéncia, que poderd levar a uma
sobrestimacgéo da viabilidade celular, pode ser controlada pela subtragdo da absorvancia
das células na presenca das nanoparticulas mas sem a presenca dos reagentes do
ensaio (ensaio em branco). Em estudos anteriores, com AuNPs esféricas ou em forma de
bastonete sem revestimento ou revestidas com PEG (128) e AuNPs esféricas revestidas
com citrato ou MUA (123) constatou-se que os valores de absorvancia das AuNPs no

comprimento de onda de 550 nm eram desprezaveis, e que, por isso, podiam ser
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ignorados para efeitos de célculo de viabilidade celular, sem correr o risco de
sobrevalorizar a viabilidade das células incubadas com as AuNPs, pelo que esses
resultados foram assumidos para este trabalho.

Além da interferéncia acima mencionada, o facto de as nanoparticulas terem uma
grande area de superficie aumenta a sua capacidade em adsorver outras substancias
gue estejam em contacto com elas. Partindo desde pressuposto, por exemplo no caso do
ensaio de reducéo do MTT, as AuNPs utilizadas neste trabalho poderiam adsorver na sua
superficie o formazano formado, subtraindo-o do extrato celular, contribuindo para a
subestimacéo da viabilidade celular. Esta situacéo é dificil de controlar, pelo que devem
ser utilizados mais do que um ensaio para determinaco da viabilidade celular de forma a
obter resultados o mais fidedignos possivel (16,119). Neste contexto, durante este
trabalho, além da avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio do MTT, foram ainda
realizados o ensaio do VN e LDH (no caso da linha celular Caco-2). Adicionalmente, a
preparacgdo das solucdes das diferentes concentracdes dos diferentes tipos da AUNPs em
meio suplementado com FBS, que dispersa as nanoparticulas, conduz ao revestimento
das mesmas com proteinas, o que pode de certo modo reduzir a interferéncia da

adsorcao na superficie da nanoparticula (16,129).
3.2.1 Avaliacao da viabilidade celular apds incubacdo com as AuNPs

As células HepaRG (diferenciadas e ndo diferenciadas), Caco-2 e os hepatdcitos
primarios de rato foram incubados com solucdes de diferentes concentracbes dos
diferentes tipos de AUNPs. Foram ainda incubadas com soluc¢des dos diferentes agentes
de revestimento. As concentracfes utilizadas para as AuNPs foram 1, 5, 10, 20, 40 e 60
UM e para os controlos de veiculo (agentes de revestimento) 33 uM para o MUA e 2,2
mM para o citrato de sddio por se considerarem estas concentracdes representativas da
concentracdo de agente de revestimento presente nas suspensfes coloidais. Para cada
tipo de AuUNP e para cada linha celular, os ensaios do MTT e VN foram realizados 4 e 24
horas apos a incubag&o. Em relacdo ao ensaio de LDH os tempos de incubagéo foram os
mesmos, bem como os tipos de AuNPs testados, contudo este ensaio foi apenas

realizado para a linha celular Caco-2.

Os resultados de viabilidade celular foram calculados e expressos percentualmente
em relacdo aos valores obtidos para as células controlo (viabilidade celular % controlo) e
estdo representados nas Figuras 19-23 com as seguintes significancias: “p < 0,05; " p <
0,01; ™ p < 0,001; ™ p < 0,0001. No anexo 2 estdo os valores de viabilidade celular para

todas as linhas celulares incubadas com AuNPs durante 4 e 24 horas.
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3.2.1.1 Ensaios de citotoxicidade em células HepaRG néo-diferenciadas

apés incubacdo com as AuNPs
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Figura 19. Avaliacdo da citotoxicidade das AuNPs esféricas e em forma de
76 estrela nas células HepaRG n&o diferenciadas, pelo ensaio de MTT as 4 horas
(A) e as 24 horas (B) e pelo ensaio de VN as 4 horas (C) e 24 horas (D).



Da analise e interpretacdo dos resultados relativos aos ensaios de MTT e VN
realizados em células HepaRG néo diferenciadas (Figura 19) verificou-se que o perfil
toxicoldgico das AuNPs testadas difere consideravelmente para os diferentes tempos de
incubacao.

No ensaio de MTT, as 24 horas de incubagdo (Figura 19B) registou-se uma
tendéncia para menor viabilidade celular, que se torna significativa para as concentracdes
mais elevadas. Foram excecao as células incubadas com AuNPs em forma de estrela
com 62,74 + 15,46 nm revestidas com MUA, para as quais se observaram valores de
viabilidade celular significativamente diminuidos para as todas as concentragfes, e
células incubadas com AuNPs esféricas com 14,8 + 2,9 nm revestidas com citrato para
as quais nao se observou diminui¢do da viabilidade celular. Nas células cuja exposicéo a
AuNPs levou a diminuicdo da viabilidade celular, para a concentracdo de 60 puM
observou-se diminui¢cao de aproximadamente 49% para as células incubadas com AuNPs
esféricas com 14,8 + 2,9 nm revestidas com MUA, 36% com AuNPs esféricas com 66,97
+ 7,18 nm revestidas com citrato, 33% com AuNPs em forma de estrela com 62,74 +
15,46 nm revestidas com MUA, 31% com AuNPs esféricas com 58,47 += 6,93 nm
revestidas com citrato, 24% com AuNPs em forma de estrela com 56,03 + 12,52 nm
revestidas com MUA e 18% com AuNPs em forma de estrela com 54,31 + 12,31 nm
revestidas com MUA. Para as 4 horas de incubagdo, apesar de se terem registado
pequenos decréscimos de viabilidade celular com significado estatistico, a sua magnitude

aponta para auséncia de uma relevancia biolégica dos mesmos.

A tendéncia verificada no ensaio de reducdo do MTT foi confirmada no ensaio de
incorporacdo do VN, ndo se registando decréscimos de viabilidade celular para as 4
horas de incubacéo (Figura 19C). Para as 24 horas, registou-se uma tendéncia para
menor viabilidade com o aumento da concentragdo para as células incubadas com
AuNPs esféricas com 58,47 £ 6,93 nm e 66,97 £ 7,18 nm revestidas com citrato e para as
células incubadas com AuNPs em forma de estrela com 56,03 + 12,52 nm e 54,31 +
12,31 nm revestidas com MUA, com essa tendéncia a tornar-se significativa para as
concentracdes mais altas. Contudo, no ensaio de incorporacdo do VN, as AuNPs em
forma de estrela com 62,74 + 15,46 nm revestidas com MUA apresentaram um perfil de
citotoxicidade diferente daquele apresentado no ensaio de reducdo do MTT nos dois
tempos de incubacdo. Uma vez que estes ensaios tém como fundamento mecanismos
diferentes, estes resultados podem ser devidos a diferentes mecanismos de toxicidade
exercidos pelas AuNPs, cuja detecdo é possivel por um ensaio mas nao por outro. Nesta

situagdo, onde os resultados se mostram contraditorios sera de maior interesse a
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determinagcdo dos mecanismos de toxicidade destas AuNPs, estudos esses que nao
foram realizados no ambito deste trabalho. Fica patente a importancia de se fazer mais
do que um ensaio avaliacdo da citotoxicidade de AuNPs de forma a obter resultados
fidedignos.

Foram ainda comparados os efeitos dos revestimentos, formas e tamanhos das
AuNPs na viabilidade celular das células HepaRG néo-diferenciadas registados no ensaio
de reducdo do MTT as 24 horas de incubagéo (Figura 19B). Considerando os valores de
viabilidade celular das células incubadas com AuNPs esféricas com 14,8 + 2,9 nm com
os diferentes revestimentos, citrato ou MUA, apenas se registou um decréscimo
significativo de aproximadamente 38% para as células incubadas com AuNPs esféricas
com 14,8 + 2,9 nm revestidas com MUA relativamente as revestidas com citrato para a
concentracdo de 60 uM. Registou-se também a tendéncia de maior toxicidade por parte
das AuNPs esféricas com 14,8 + 2,9 nm revestidas com MUA para as concentragdes

menores.

Considerando a forma das AuNPs incubadas no efeito da viabilidade celular nas
células HepaRG ndo-diferenciadas, AuNPs esféricas e em forma de estrela de tamanhos
semelhantes (como é o caso das AuNPs esféricas com 58,47 + 6,93 nm revestidas a
citrato e as AuNPs em forma de estrela com 54,31 £ 12,31 nm e 56,03 + 12,52 nm
revestidas com MUA), regista-se menos aproximadamente 17% na viabilidade celular
para as células incubadas com AuNPs esféricas comparativamente as AuNPs em forma

de estrela na concentracdo 40 puM.

E ainda possivel determinar o efeito do tamanho das AuNPs na viabilidade celular
das células incubadas com AuNPs esféricas revestidas com citrato e AuUNPs em forma de
estrela revestidas com MUA, com as primeiras a ndo registarem diferengas significativas
para os trés tamanhos testados. Registaram-se, no entanto, diferengas significativas para
as células incubadas com AuNPs em forma de estrela com 62,74 + 15,46 nm revestidas
com MUA com decréscimos na viabilidade celular em todas as concentragfes testadas,

relativamente as AUNPs em forma de estrela de diametro menor (Figura 19B).
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3.2.1.2 Ensaios de citotoxicidade em células HepaRG diferenciadas

apoés incubacdo com as AuNPs
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Figura 20. Avaliacéo da citotoxicidade das AuNPs esféricas e em forma de estrela
nas células HepaRG diferenciadas pelo ensaio de MTT as 4 horas (A) e as 24

horas (B) e pelo ensaio de VN as 4 horas (C) e 24 horas (D). 9



A citotoxicidade para a linha celular HepaRG, foi ainda avaliada apds 15 dias de
diferenciacdo destas células na presenca de DMSO. Esta linha celular pode diferenciar-
se em dois tipos de células, um tipo em que as células apresentam forma achatada, e
outro em que se formam aglomerados de células granulares epiteliais que se
assemelham a hepatdcitos. A adicdo de 2% de DMSO e 50 uM de hemissuccinato de
hidrocortisona ao meio de cultura induz a diferenciacdo das células tipo-hepat6citos em
mais células granulares, muito semelhantes a hepatdcitos priméarios adultos tipicos, com

um ou dois nucleos, e estruturas semelhantes a canaliculos biliares.

No ensaio de reducdo do MTT, as 24 horas de incubacao (Figura 20B), registou-se
uma tendéncia de menor viabilidade celular das células HepaRG diferenciadas quando
incubadas com concentracdes crescentes, tornando-se a diferenca de viabilidade celular,
relativamente ao controlo negativo, significativa para a concentragdo 60 UM nas células
incubadas com AuNPs esféricas com 14,8 + 2,9 nm revestidas com MUA ou citrato e com
58,47 + 6,93 nm revestidas com citrato, com diminui¢cdo de 33, 30 e 24% da viabilidade
celular, respetivamente. Para as células incubadas com AuNPs em forma de estrela com
62,74 £ 15,46 nm, registaram-se diferengas na viabilidade celular para as concentragdes
40 e 60 pM, com diminuigdo de 27 e 33% respetivamente. O ensaio de incorporagdo do
VN as 24 horas de incubacéo (Figura 20D), registou a mesma tendéncia observadas para

0 ensaio de reducdo do MTT.

Tal como aconteceu com as células HepaRG nao diferenciadas, o efeito do
revestimento, forma e tamanho das AuNPs na viabilidade celular foi avaliado. Contudo,
apos diferenciacdo, ndo se registaram diferengas significativas entre os resultados

obtidos, para os varios parametros.

Em resumo, os resultados de viabilidade celular obtidos com as células HepaRG
antes e apoés diferenciagcdo quando incubadas com as AuNPs, diferiram ligeiramente
entre si, registando-se uma tendéncia de maior citotoxicidade das AuNPs nas células

HepaRG nao diferenciadas.
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3.2.1.3 Ensaios de citotoxicidade em células Caco-2 apds incubagdo com

as AuNPs
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Figura 21. Avaliacdo da citotoxicidade das AuNPs esféricas e em forma de estrela
nas células Caco-2 pelo ensaio de MTT as 4 horas (A) e as 24 horas (B) e pelo
ensaio de VN as 4 horas (C) e 24 horas (D).
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As células Caco-2 foram incubadas com os diferentes tipos de AuNPs e sua
viabilidade celular as 4 e 24 horas avaliada pelos ensaios de reducdo do MTT,
incorporacédo do VN (Figura 21) e libertacdo de LDH (Figura 22).

Os resultados obtidos, para os ensaios de redugdo do MTT e incorporagédo do VN,
mostraram uma tendéncia de baixa toxicidade dos diferentes tipos de AuNPs nesta linha
celular, independentemente do tempo de incubagdo, ensaio, revestimento, forma e
tamanho. Assim, além de se nao registarem diferencas significativas para os efeitos de
cada parametro avaliado, também néo se registou um decréscimo da viabilidade celular

com significado biolégico em nenhum dos tipos de AuNPs testadas.

Além dos ensaios de redugédo do MTT e incorporagdo do VN, para esta linha celular
foi ainda realizado o ensaio de libertagdo de LDH nos mesmos tempos de incubacao, 4 e
24 horas (Figura 22).

LDH extracelular (% controlo)

Controlos Esferas MUA Esferas Citrato  Esferas Citrato Esferas Citrato Estrelas MUA Estrelas MUA Estrelas MUA
14.8+2.9nm 14.8+2.9nm 58.47+6.93nm 66.97+7.18nm 54.31x12.35nm 56.03£12.52nm | 62.74+15.46nm

Esferas Citrato Estrelas MUA Estrelas MUA
66.97+7.18nm 56.03+12.52nm || 62.74:15.46nm

Figura 22. Avaliagéo da citotoxicidade nas células Caco-2, pela libertacdo da LDH
para o espaco extracelular, das AuNPs esféricas e em forma de estrela as 4 (A) e
24 horas (B) de incubacao.

LDH extracelular (% controlo)
3

Controlos  Esferas MUA Esferas Citrato  Esferas Citrato
14.8+2.9nm 14.8+2.9nm 58.47+6.93nm
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Os resultados de libertagdo de LDH nas células Caco-2 (Figura 22), séo
concordantes com os resultados obtidos para esta linha celular pelos ensaios de MTT e
VN (Figura 21). Nos resultados obtidos pelos ensaios de reducdo do MTT e incorporagéo
do VN registaram-se pequenas diminui¢cdes da viabilidade celular, e de facto, no caso do
ensaio de libertacdo de LDH registam-se percentagens baixas de LDH no espaco

extracelular.

Para as 4 horas de incubag&o, ndo se registaram diferengas significativas entre os
resultados obtidos para o controlo e os diferentes tipos de AuNPs para as diferentes
concentracdes. Registou-se contudo, maior percentagem de LDH no espaco extracelular
para as AuNPs em forma de estrela com 54,31 + 12,31 nm e 56,03 + 12,52 nm revestidas
com MUA mesmo que sem significado estatistico.

As 24 horas de incubac&o, registou-se a mesma tendéncia observada para as 4
horas de incubagdo com maior percentagem de LDH no espaco extracelular para as
AuNPs em forma de estrela, registando-se valores de LDH extracelular de
aproximadamente 10 a 22% para todas as concentracdes em estudo para as AuNPs em
forma de estrela com 54,31 + 12,31 nm e 10 a 20% para as AuNPs em forma de estrela
com 56,03 + 12,52 nm, ambas revestidas com MUA.

N&o se registaram também diferencas estatisticas nos resultados obtidos para a
libertacdo de LDH pelas células incubadas com os diferentes tipos de AuNPs quando
avaliado o efeito do revestimento, tamanho e forma. S&o, contudo, excecdo os resultados
obtidos para as AuNPs com 14,8 + 2,9 nm revestidas com citrato, cujo aumento de LDH
extracelular apresenta um valor de 8% relativamente a LDH extracelular para as células
incubadas com AuNPs esféricas com 66,97 + 7,18 nm revestidas com citrato, para a

concentracéo 20 uM (Anexo 2).
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3.2.1.4 Ensaios de citotoxicidade em hepatécitos primarios de rato apos
incubagcdo com as AuNPs
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Figura 23. Avaliacdo da citotoxicidade das AuNPs esféricas e em forma de
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24 horas (B) e pelo ensaio de VN as 4 horas (C) e 24 horas (D).



Além das linhas celulares imortalizadas, HepaRG e Caco-2, foram ainda realizados
ensaios de viabilidade celular em hepatdcitos primérios de rato.

No ensaio de reducdo do MTT, as 4 horas de incubacao, registou-se um decréscimo
de viabilidade celular de aproximadamente 20-25% nas células incubadas com AuNPs
esféricas com 14,8 + 2,9 nm revestidas com MUA, independentemente da concentracao,
com excec¢do da concentracdo mais baixa. Registaram-se também decréscimos de 26%
e 23% para as células incubadas com AuNPs esféricas com 58,47 + 6,93 nm revestidas
com citrato e AuNPs em forma de estrela com 62,74 + 15,46 nm revestidas com MUA,
respetivamente, para a concentracdo 60 puM. Verificou-se também, no caso das AuNPs
em forma de estrela, que os diferentes tamanhos afetaram a viabilidade celular com as
AuNPs com 62,74 + 15,46 nm a exercerem maior toxicidade nas células: registaram-se
decréscimos de viabilidade celular de aproximadamente 20% para as concentragcdes
mais elevadas comparativamente as AuNPs com 54,31 + 12,31 nm e 56,03 + 12,52 nm.
Por outro lado, as AuNPs esféricas exerceram mais toxicidade sobre as células
comparativamente as AuNPs em forma de estrela, com decréscimos da viabilidade
celular de aproximadamente 20% para as concentragbes mais elevadas nas células
incubadas com AuNPs esféricas com 58,47 + 6,93 nm comparativamente as incubadas

com AuNPs em forma de estrela com 54,31 + 12,31 nm e 56,03 + 12,52 nm.

Para as 24 horas, os resultados do ensaio de reducdo do MTT segue a mesma
tendéncia de toxicidade registada as 4 horas de incubacao, registando-se decréscimos
de viabilidade celular de 20% para as células incubadas com AuNPs esféricas com 14,8 £
2,9 nm e 66,97 £ 7,18 nm revestidas com citrato, para a concentragdo 60 uM, e de 21 e
26% para as células incubadas com AuNPs esféricas com 58,47 = 6,93 nm revestidas
com citrato, nas concentragbes 40 e 60 puM, respetivamente. Registaram-se também
decréscimos da viabilidade celular entre 23-35% e entre 27-19% para as células
incubadas com as AuNPs esféricas revestidas com MUA com 14,8 + 2,9 nm e com as
AuNPs em forma de estrela revestidas com MUA com 62,74 + 15,46 nm, respetivamente,

para as concentracdes mais elevadas.

Os resultados obtidos para o ensaio de incorporagdo do VN as 24 horas de
incubacdo, seguem a tendéncia registada com o ensaio de redu¢do do MTT no mesmo
tempo de incubac&do com excec¢do dos resultados obtidos para as AuNPs em forma de
estrela com 62,74 = 15,46 nm revestidas com MUA, para os quais ndo se registam
decréscimos de viabilidade com significado biolégico. Nas células incubadas com AuNPs

esféricas revestidas com MUA com 14,8 + 2,9 nm na concentragdo de 10 uM, registou-se
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uma diminuig&do de 43% da viabilidade registando-se menor toxicidade destas AUNPs em

concentracdes mais elevadas.

Foram ainda avaliados os possiveis efeitos do revestimento, tamanho e forma na
viabilidade celular dos hepatécitos primarios de rato quando incubados com os diferentes
tipos de AuUNPs. Registaram-se apenas efeitos significativos para o tamanho e forma das
AuNPs as 24 horas de incubagdo quando avaliada a viabilidade celular por redugédo do
MTT. Em relacdo ao efeito do tamanho na viabilidade celular, registou-se que as AuNPs
em forma de estrela com 62,74 + 15,46 nm revestidas com MUA, apresentaram maior
toxicidade para as células relativamente as AuNPs em forma de estrela com 54,31 +
12,31 nm e 56,03 £ 12,52 nm revestidas com MUA, para as concentracbes mais
elevadas. Por sua vez, quando levada em conta a forma das AuNPs na viabilidade
celular, registou-se que as AuNPs esféricas com 58,47 + 6,93 nm revestidas com MUA
foram mais citotoxicas que as AuNPs em forma de estrela, registando-se para as células
incubadas com as AuNPs esféricas com 58,47 + 6,93 nm revestidas com MUA, um
decréscimo de 20% comparativamente as AuNPs em forma de estrela revestidas com
MUA com 54,31 + 12,31 nm e 25% comparativamente as AuNPs em forma de estrela

revestidas com MUA com 56,03 + 12,52 nm, para a concentracdo de 60 pM

Para analisar os resultados obtidos, é preciso levar em consideragdo o contexto das
condigbes experimentais levadas a cabo no decorrer deste trabalho. Até a data existe
uma falta de consenso na literatura sobre toxicidade de nanoparticulas devido aos varios
métodos usados, materiais e linhas celulares. A padronizagdo dos desenhos
experimentais como a escolha do modelo e condi¢cdes de exposicdo é necessdria para
possibilitar a andlise comparativa dos resultados obtidos pelos diferentes grupos de

investigacao (16,129).

Outro fator que torna ainda mais complicada a comparagéo entre estudos € a falta de
consenso sobre o que deve ser considerado ou ndo baixa toxicidade, devido a falta de

um material de referéncia para comparacéo de resultados (129).

Assim, com base na literatura, verifica-se que nos estudos de citotoxicidade in vitro
utilizando AuNPs, sdo utilizadas diferentes linhas celulares (humanas ou de modelos

animais), diferentes tempos de incubacdo das células, concentragbes e tipos de
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nanoparticulas diversificadas e métodos de avaliacdo diferentes. Esta diversidade de
condi¢cdes experimentais torna muito dificil a andlise comparativa dos resultados dos
diferentes estudos ja realizados e, ao mesmo tempo, torna dificil a sua utilizagdo como
pontos de referéncia para estudos posteriores. Todas estas questdes afetam a avaliagdo
da citotoxicidade de nanoparticulas afetando a relevancia das conclusbes obtidas.
Contudo, apesar de tudo isto, podem ser retiradas algumas conclusfes gerais a partir de
toda a informacao disponivel até ao momento (122).

A biocompatibilidade das AuNPs, com diferentes tamanhos, diferentes
revestimentos, diferentes cargas superficiais e em vérias concentragfes, tem sido
demonstrada para diferentes linhas celulares (64—-66,128). Contudo, outros trabalhos
relatam citotoxicidade de AuNPs (54,68—70). No trabalho realizado por Vijayakumar &
Ganesan (130), foram realizados precisamente os mesmos ensaios (MTT, VN e LDH)
utilizados no decorrer deste trabalho. A utilizagdo de mais do que um ensaio de
viabilidade celular € uma das formas de tentar contornar alguns dos fatores que podem
afetar os resultados, quer pela sua sobre- ou subvalorizagdo. Os resultados de
citotoxicidade obtidos pelos diferentes ensaios de viabilidade celular no trabalho
desenvolvido por Vijayakumar & Ganesan (130) mostram algumas diferencas entre si.
Neste trabalho foi avaliado o efeito de diferentes revestimentos das AuNPs e de
diferentes tempos de exposicdo nas linhas celulares PC-3 (células humanas de
carcinoma de prdstata) e MCF-7 (células humanas de carcinoma de mama). Estas linhas
foram incubadas com AuNPs de cerca de 20 nm revestidas com citrato, amido ou goma-
arabica. Foram ainda utilizadas células da linha celular CHO22 (células de ovario de
hamster chinés), cuja viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de incorporacédo do VN.
O efeito do revestimento na viabilidade celular foi determinado utilizando uma gama de
concentracdes (20, 50, 80, 110 e 140 pg/mL de AuNPs) 24 horas apds exposi¢ao, nao se
registando diferengas significativas entre os diferentes revestimentos com a goma-
arabica a mostrar tendéncia para menor toxicidade. Foi ainda avaliado o efeito do tempo
de exposicao (24, 36, 48, 60 e 72 horas) na viabilidade celular, utilizando os diferentes
tipos de AuNPs e ensaios de viabilidade celular para uma concentragéo de 110 pg/mL de
AuNPs. As células incubadas com AuNPs revestidas com goma-arabica, foram aquelas
gue apresentaram maiores taxas de viabilidade celular em todos os tempos avaliados,
enquanto as células incubadas com AuNPs revestidas com citrato apresentaram menor
viabilidade celular em todos os tempos avaliados. Os resultados obtidos no decorrer do
presente trabalho vdo de encontro aos resultados obtidos no trabalho realizado por
Vijayakumar & Ganesan (130) relativamente ao efeito do tempo de incubac&do na
viabilidade celular. No presente trabalho, para a linha celular HepaRG (antes e apdés
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diferenciagéo) e para os hepatocitos primarios de rato, registou-se um perfil de toxicidade
diferente para os dois tempos de incubacdo, com maiores percentagens de viabilidade
celular detetadas para as 4 horas de incubagdo em praticamente todos os tipos de
AuNPs independentemente do ensaio. No caso da linha celular Caco-2 essas diferencas

nao sao tdo notorias.

Independentemente do tempo de incubacédo e ensaio utilizado, por comparacéo dos
dados obtidos para os diferentes modelos celulares, parece que o mesmo tipo de AuNPs
nao afeta modelos celulares diferentes da mesma forma. Neste caso, para a linha celular
Caco-2 o efeito das AuNPs na viabilidade celular parece ser menor comparativamente
com a linha celular HepaRG e com os hepatdcitos primarios. Por exemplo, as 24 horas
de incubagédo registam-se decréscimos de viabilidade celular para as células incubadas
com AuNPs em forma de estrela com 62,74 + 15,46 nm revestidas com MUA em todos os
modelos celulares exceto nas células Caco-2. No caso dos hepatdécitos primarios de rato,
o facto de se tratar de uma linha celular primaria, pode influenciar os resultados de
citotoxicidade obtidos uma vez que estas células sofreram stress com o seu isolamento o
gue pode afetar a viabilidade celular e desta forma sobrevalorizar os resultados de
citotoxicidade obtidos (16). De facto, na literatura sdo alguns os estudos que compararam
a citotoxicidade de AuNPs em diferentes linhas celulares, demonstrando que o mesmo
tipo de AuNPs, com as mesmas caracteristicas, homeadamente tamanho, forma e
revestimento, apresentam perfis de citotoxicidade diferentes para linhas celulares
diferentes (69,131,132).

Um estudo (132) avaliou a citotoxicidade de AuNPs de 1,9 nm nas linhas celulares
DU145 (células humanas cancerigenas de préstata), MDA-MB-231 (células cancerigenas
humanas de mama) e L132 (células epiteliais pulmonares). As células foram incubadas
com AuNPs numa gama de concentracdes de 10 pg/mL até 2 mg/mL e a viabilidade
celular avaliada pelo ensaio de MTT 24 horas ap0s incubacgdo. Os resultados mostraram
uma reducdo da viabilidade celular dependente da concentracdo nas linhas celulares
DU145 e MDA-MB-231, sendo os valores de ICso das AuNPs nestas linhas 16 e 12 vezes
inferiores ao valor de ICso das AuNPs na linha celular L132. Noutro estudo (131), células
das linhas celulares A549 (células humanas de carcinoma de pulmédo), NCI-H1975
(células provenientes de adenocarcinoma de pulméao humano) e A431 (células humanas
de carcinoma epidermoide) foram expostas a AuNPs esféricas revestidas com citrato de
17,0 £ 1,7 nm nas concentracbes 10, 20, 30, 40 e 50 pg/ml e a viabilidade celular

avaliada por MTT e libertacdo de LDH 24 horas apds exposicdo. Neste caso, ndo se
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registaram diferengas de viabilidade celular para as diferentes linhas celulares, com os
resultados a registarem valores de 1Cso de 48,9, 52,3 e 65,2 pg/mL nas linhas A549, NCI-
HI1975 e A431, respetivamente. Também os resultados de libertacdo de LDH foram
semelhantes para as trés linhas em estudo.

O revestimento das AuNPs é um dos parametros que tem merecido muita atengéo
por parte da comunidade cientifica. Apesar da natureza quimicamente inerte do ouro, o
seu revestimento vai influenciar a forma como as células reconhecem as nanoparticulas e
consequentemente interferir no efeito toxicolégico que as AuNPs poderdo apresentar.
Uma vez que a manipulacdo da superficie quimica das AuNPs é relativamente facil, o
que as torna passiveis de utilizagdo em muitas areas, sado varios os trabalhos para
determinar a citotoxicidade destas nanoparticulas com diferentes revestimentos
(72,130,133,134).

No decorrer deste trabalho foi avaliado o efeito do revestimento das AuNPs esféricas
com 14,8 £ 2,9 nm na viabilidade celular. Para isso, estas AuNPs foram revestidas com
citrato ou MUA. Com excecdo da linha celular HepaRG sem diferenciacdo celular, em
nenhuma outra linha celular se registaram diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade celular quando comparados os resultados obtidos pelos dois tipos de AuNPs,
independentemente do tempo de incubagédo e do ensaio. Na linha celular HepaRG sem
diferenciacdo celular, as AuNPs esféricas revestidas com MUA provocaram um
decréscimo da viabilidade celular de 1,8 vezes comparativamente as AuNPs esféricas
revestidas com citrato para as 24 horas de incubacao (e apenas no ensaio de reducdo do
MTT). Contudo, no estudo ja referido por Vijayakumar & Ganesan (130), com AuNPs de
cerca de 20 nm revestidas com citrato, amido ou goma-arabica a viabilidade celular,
determinada por MTT, VN e libertagdo de LDH, foi menor para as AuNPs revestidas com
citrato, comparativamente aos outros revestimentos, o que pode ser explicado pela
natureza acidica do citrato em relagdo ao amido e a goma-arabica, em todas as linhas
celulares testadas. Noutro estudo (135), células HepG2 (células de hepatoma humano)
foram incubadas com AuNPs esféricas com aproximadamente 20 nm de didmetro
revestidas com citrato ou MUA, numa gama de concentracdes em ouro de 0-200 uM. A
citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT e libertacdo de LDH, 24 e 72
horas apoOs incubagdo. Os resultados indicaram que, independentemente do

revestimento, estas particulas ndo exerceram efeito toxico nas células HepG2.

O tamanho, a par do revestimento, € outro pardmetro importante para o efeito das
nanoparticulas na viabilidade celular nas diferentes linhas celulares (54,66,134,136). No
decorrer deste trabalho, ndo se registaram diferencas significativas entre os resultados
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obtidos para as AuNPs esféricas dos diferentes tamanhos analisados. No entanto,
registou-se maior tendéncia para as AuNPs em forma de estrela de maior tamanho
provocarem toxicidade como aconteceu com as células das linhas celulares HepaRG néo
diferenciadas e hepatécitos primérios de rato, para as concentragdes mais elevadas (40 e
60 uM). Estes dados, estdo em desacordo com os resultados obtidos por outros autores
(54), onde as AuNPs de menor tamanho foram aquelas que afetaram mais a viabilidade

celular das células em estudo.

Coradeghini et al., (66) avaliaram a citotoxicidade de AuNPs de 5 e 15 nm foi
utilizando o ensaio de azul tripano e a eficiéncia de formacdo de colonias (ensaio
considerado promissor para a determinacao de citotoxicidade por parte de nanoparticulas
por apresentar elevada sensibilidade comparativamente a outros ensaios). A linha celular
Balb/3T3 (células de fibroblasto de rato) foi incubada com 10, 50, 100, 200 e 300 uM de
AuNPs e 0s ensaios realizados 2, 24 e 72 horas apds exposicdo. Os resultados obtidos
pelos dois ensaios sdo contraditorios: para o ensaio de eficiéncia de formagédo de
coldnias registaram-se diferengas estatisticas entre os resultados de viabilidade obtidos
para os dois tamanhos de AuNPs, com as menores a apresentarem toxicidade para
concentracdes superiores a 50 uM as 72 horas de incubagdo enquanto, para o ensaio do
azul tripano ndo se registaram diferencas significativas entre os dois tamanhos. Os
autores explicam estes resultados pelo possivel efeito toxico provocado nas células pelas
AuNPs sem que haja comprometimento da integridade da membrana celular (avaliada
pelo azul tripano). Outro trabalho desenvolvido por Freese et al.,, (134) com a linha
humana HDMEC (células endoteliais microvasculares da derme) avaliou o efeito de
AuNPs de 18, 35 e 65 nm na viabilidade celular, usando o ensaio de MTS, 24 e 48 h ap0s
exposicdo de diferentes concentracbes de AuNPs, com os resultados a mostrarem
também que as AuNPs, independentemente do tamanho e do tempo de incubacgédo, nao

induziam toxicidade para as células.

No decorrer deste trabalho, ndo se registaram diferengas significativas entre os
resultados obtidos para as AuNPs esféricas e em forma de estrela na linha celular
HepaRG sem diferenciacdo independentemente do tempo de incubagéo e ensaio usado.
No caso dos outros modelos celulares, para o ensaio de MTT, as AuNPs esféricas foram
aguelas que afetaram mais a viabilidade celular nos dois tempos de incubacgéo para os
hepatdcitos primarios de rato, para as 4 horas de incubacao para as células Caco-2 e 24
horas para as células HepaRG néo diferenciadas, para as concentracdes mais elevadas.

Contudo, para se poder neste caso, € em outros casos presentes na literatura, atribuir a
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forma o efeito sobre a viabilidade celular € da maior importancia avaliar o efeito do
revestimento (137), uma vez que as duas formas apresentam diferentes revestimentos.
No decorrer deste trabalho foi entdo avaliado o efeito do revestimento (MUA ou citrato de
sodio) sem AuNPs, ndo se registando diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade celular em relagéo ao controlo negativo.

Uma das formas de AuNPs que tem suscitado interesse s&8o o0s bastonetes
(128,137). Estudos de viabilidade celular comparando a citotoxicidade de AuNps
esféricas e em forma de bastonete tém apresentado resultados contraditérios. Por um
lado, um estudo conduzido por Arnida et al., (128) demonstrou, utilizando o ensaio de
MTT, resultados semelhantes entre as duas formas de AuNPs para a linha celular PC-3
88 horas apds exposicdo as AuNPs na concentracdo de 1,5 nM, com as duas formas a
ndo provocarem efeito na viabilidade celular. Contudo, num outro estudo conduzido por
Zhang et al., (137), os resultados foram estatisticamente diferentes para as duas formas.
Aqui, células da linha celular HEp-2 foram incubadas com AuNPs esféricas (revestidas
com citrato) e AuNPs em forma de bastonete revestidas com CTAB, PAH ou PSS numa
gama de concentracdes de 1 a 10% (com 1% a corresponder a 10*2M) e a viabilidade
celular determinada pelo ensaio de reducdo do MTT, 1 hora apés exposicdo. Os
resultados mostraram maior toxicidade para as AuNPs em forma de bastonete,
independentemente do revestimento, e para as concentragfes mais altas, mas com maior
incidéncia no caso das AuNPs revestidas com CTAB (revestimento ja associado a
diminuicdo da viabilidade celular). Mais recentemente, foi comparada a citotoxicidade de
AuNPs esféricas com AuNPs em forma de estrela (138,139), forma também avaliada no
decorrer deste trabalho. Num desses estudos (138), AuNPs esféricas ou em forma de
estrela (revestidas com ascorbato ou PEG) com cerca de 50 nm foram incubadas com
células da linha celular HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humana) numa
gama de concentra¢des de AuNPs de 0,001 a 100 pM e a viabilidade celular determinada
pelo ensaio de reducdo do MTT, 24 horas apds exposicdo. Foram também utilizadas
AuNPs esféricas com os mesmos revestimentos mas de menor tamanho (15 nm). Os
resultados indicaram que as AuNPs em forma de estrela, independentemente do
revestimento, provocavam um decréscimo da viabilidade celular de cerca de 50% para a
concentracdo de 1 pM, enquanto para a mesma concentracdo, as AuNPs esféricas,
independentemente do tamanho, ndo alteraram a viabilidade celular. De salientar ainda
que é preciso uma concentragdo 100 vezes superior, ou seja de 100 pM, para as AuNPs
esféricas afetarem a viabilidade celular com valores equiparaveis aos das AuNPs em
forma de estrela para a concentracdo de 1 pM. Num outro estudo (139), células de
fibroblasto de pele humana (CCL-110) e células endoteliais de gordura de rato foram
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expostas a AuNPs esféricas (revestidas com citrato) e em forma de estrela com cerca de
60 e 34 nm, respetivamente, numa gama de concentracbes de 0,2 a 400 pg/mL de
AuNPs e a viabilidade celular avaliada pelo ensaio de reducdo do MTS, 1 e 4 dias ap6s
exposicao. Neste caso, os resultados obtidos indicam menor toxicidade por parte das
AuNPs em forma de estrela independentemente da linha celular e tempos de incubacéo.
As AuNPs esféricas mostraram-se letais para as células para a concentracdo de 40
pg/mL de AuNPs, enquanto as AuNPs em forma de estrela provocaram 20-40% de perda
de viabilidade celular para uma concentracdo 10 vezes maior, independentemente da

linha celular.

3.3 Perfil de biodistribuicdio das AuNPs in vivo apos

administrac&o oral

Foi realizado um estudo preliminar in vivo para avaliagdo da distribuicdo de AuNPs
esféricas ou em forma de estrela apds administragdo oral. Foram administradas a ratos
Wistar machos AuNPs esféricas de 58,47 + 6,93 nm (2 animais) e AuNPs em forma de
estrela de 54,31 £ 12,31 nm (2 animais) numa dose equivalente a 0.6 mg/kg de ouro
(dose unica). Apos 24 horas, os animais foram anestesiados com isoflurano, e
sacrificados por exsanguinag¢do, com colheita de sangue para tubos heparanizados a
partir da por¢cdo abdominal da veia cava descendente. Recolheram-se depois 0s
orgdos/tecidos, nomeadamente o figado, o coracdo, os pulmdes, o baco, os rins, o
esoOfago, o estbmago (bem como o contetdo estomacal), o intestino delgado, o intestino
grosso, os testiculos, uma amostra de musculo, o cérebro, uma amostra de 0Sso

(fémur),o timo e a traqueia.

O perfil de distribuicdo das AuNPs foi determinado com base no conteddo em ouro
dos diferentes 6rgéos e tecidos recolhidos e analisados por EAA-AE. A Tabela 4 ilustra o
perfil de distribuicdo das AuNPs de forma esférica de 58,47 + 6,93 nm revestidas a citrato
e das AuNPs em forma de estrela de 54,31 + 12,31 nm, nos diferentes érgaos e tecidos
de rato analisados, com o0s resultados expressos em ug/L para sangue e urina, pg/kg

para os tecidos e % da dose de ouro administrada.
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Tabela 4. Distribuicdo de ouro pelos diferentes 6rgdos e tecidos de rato, 24 h apls a
administracdo oral de AuNPs esféricas revestidas com citrato e em forma de estrela revestidas
com MUA.

Concentragdo em ouro (ng/kg) % Dose administrada

Orgéaoltecido
AuNPs estrela
(54,31+ 12,31 nm)

AUNPs esféricas
(58,47 £ 6,93 nm)

AuNPs estrela
(54,31+ 12,31 nm)

AuNPs esféricas
(58,47 £ 6,93 nm)

Baco <LQ <LQ <LQ <LQ
Conteddo 147 £ 0,00 21,9+0,00 0,018 +0,00 0,006 + 0,00
Coragéo <LQ <LQ <LQ <LQ
Eséfago <LQ <LQ <LQ <LQ
Estdmago <LQ <LQ <LQ <LQ
Figado 6,64 = 1,30 9,04 £ 0,27 0,04 + 0,01 0,04 £+ 0,002
Intestino delgado 8,37+ 2,14 27,15 +0,15 0,02 + 0,006 0,06  0,0005
Intestino grosso <LQ <LQ <LQ <LQ
Musculo <LQ <LQ <LQ <LQ
Osso <LQ <LQ <LQ <LQ
Rins 48,10 £ 7,80 43,15+ 13,95 0,05 + 0,01 0,04 £0,02
Testiculos <LQ <LQ <LQ <LQ
Sangue 13,09 + 6,22° 8,93 £0.13° 0,00003 + 0,000005 0,00002 + 0,00
Urina 14,95 + 0,95" 10,85 + 7,85" 0,00008 + 0,0000005 0,00006 + 0,00003
Fezes 15900 + 600 12000 + 1400 41,65 + 2,65 27,95 + 4,75

* Valores em pg/L.
Os resultados encontram-se expressos como média * erro padrao da média.
LQ - Limite de quantificagéo (2,46 pg/ml).

Comparando os resultados obtidos para as duas formas de AuNPs, descritos na
Tabela 4, constata-se que o perfil de distribuicdo obtido para os dois tipos de AuNPs é
bastante semelhante. Ao final de 24 horas, para ambas as formas de AuNPs foi detetado
ouro, ainda que em concentragdes muito baixas, no figado, intestino delgado e rins. Foi
ainda detetado ouro no conteutdo retirado do estbmago, sangue, urina e fezes. No caso
das fezes, a concentracdo em ouro detetada corresponde a aproximadamente 42% e

28% da dose administrada de AuNPs esféricas e em forma de estrela, respetivamente.

Apesar de até ao momento ndo existirem na literatura estudos in vivo de biocinética,
que comparem o perfil cinético de AuNPs de diferentes formas, independentemente da
via de administracdo, percebe-se que, para a via de administracdo oral, o peffil
determinado neste trabalho vai de encontro com os resultados obtidos em outros estudos
(82,89). Quando administradas por via oral, a maior parte das AuNPs acaba por ndo ser

absorvida. Contudo, as concentracdes em ouro detetadas nos diferentes 06rgéos
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(geralmente o6rgdos do trato gastrointestinal, figado e rins) correspondem a uma
percentagem muito reduzida em relacdo a totalidade de AuNPs administradas (82,89).
Hillyer & Albrecht, em 2001 (82), administraram AuNPs revestidas com citrato (4, 10, 28 e
58 nm) ad libitum pela 4gua a ratinhos, com uma concentracéo de 2 x 10° partes por
bilido durante 7 dias. Os animais foram sacrificados 12 horas apés a substituicdo da dgua
suplementada com AuNPs por &gua corrente. Neste estudo, as AuNPs com tamanho
semelhante ao utilizado no presente trabalho, sdo aquelas que apresentam menor
distribuicdo sendo detetadas em menos 6rgdos e em menores concentracdes. Neste
estudo de Hillyer & Albrecht, ndo foi, contudo, avaliada a concentracdo em ouro nas

fezes.

A maioria dos estudos in vivo, de avaliagdo da biocinética de AuNPs, referem-se no
entanto, a via de administracdo intravenosa (98-102). Para estes casos, sdo geralmente
detetadas maiores percentagens de ouro nos 6rgaos e tecidos avaliados em relagéo as
determinadas por ensaios in vivo apds administracdo oral de AUNPs, com estas Ultimas a
terem que enfrentar, antes de chegar a corrente sanguinea e consequentemente serem
distribuidas pelo organismo, barreiras fisiolégicas no trato gastrointestinal que

condicionam a sua absorcao e transporte para a corrente sanguinea.
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4.
CONCLUSOES






As conclusdes retiradas dos resultados obtidos no &mbito deste estudo e que sé&o
apresentados na presente dissertacdo, tentam responder aos objetivos inicialmente
propostos.

Assim, verificou-se que a sintese de AUNPs é um processo moroso gue necessita de
um grande rigor e controlo de todas as condi¢cdes experimentais, nomeadamente, a
temperatura, tempos de reacdo, quantidade de reagentes e adicdo destes de forma
rigorosa e calculada. Com especial incidéncia para as AuNPs em forma de estrela, o
descuido nestes parametros levam a sinteses ineficientes, muitas vezes com a formacao
de nanoparticulas sem as caracteristicas pretendidas ou com uma elevada polidisperséo
de tamanhos.

Depois de sintetizadas e funcionalizadas as AuNPs esféricas e em forma de estrela
com as caracteristicas desejadas, procedeu-se a avaliagdo da sua citotoxicidade nos
modelos celulares HepaRG, antes e ap6s diferenciacdo, Caco-2 e hepatécitos primarios
de rato, recorrendo-se a varios ensaios descritos na literatura como sendo apropriados
para a avaliacdo da citotoxicidade de nanoparticulas. As linhas celulares utilizadas sé&o
consideradas representativas da citotoxicidade hepatica, para o caso das células
HepaRG e dos hepatdécitos isolados de rato, e da citotoxicidade intestinal no caso das
células Caco-2.

Assim, as AuNPs esféricas avaliadas apresentaram diametros de 14,8 + 2,9 nm
(revestidas com citrato ou MUA), 58,47 + 6,93 nm e 66, 97 + 7,18 nm (revestidas com
citrato), enquanto as AuNPs em forma de estrela apresentavam diametros de 54,31 +
12,31 nm, 56,03 £ 12,52 nm e 62,74 £ 15,46 nm (revestidas com MUA). A sua
citotoxicidade nos modelos celulares mencionados acima, foi avaliada 4 e 24 horas ap6s
incubacdo, numa gama de concentracées de 1 a 60 puM. A citotoxicidade, por via da
determinacdo da viabilidade celular, foi avaliada pelos ensaios de reducdo do MTT,

incorporacao do VN e libertacdo de LDH.

Para verificar se os revestimentos das AuNPs sdo toxicos para as células, foram
realizados os mesmos ensaios, expondo as células aos revestimentos das AuNPs. Os
resultados obtidos permitem concluir que os revestimentos das AuNPs utilizados ao longo
deste trabalho, nas concentracdes testadas, e para 0s mesmos tempos de incubacao,
ndo evidenciaram sinais de citotoxicidade. E de méxima importancia realizar ensaios
experimentais nas mesmas condi¢cdes para as AuNPs e simultaneamente para os seus
agentes de revestimento na auséncia de AuNPs, de forma a descartar por completo a

hipotese da citotoxicidade apresentada ser relativa ao agente de revestimento e ndo as
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AuNPs. Assim, tendo em conta os resultados obtidos para as situacdes experimentais
descritas, pode concluir-se que os agentes de revestimento ndo apresentam toxicidade
para as células HepaRG, Caco-2 e hepatdécitos primarios de rato.

Os resultados obtidos mostram que as AuNPs apresentaram maior citotoxicidade
apos 24 horas de incubagdo comparativamente as 4 horas de incubacéo, para a linha
celular HepaRG, antes e apés diferenciacdo, nas condicbes experimentais descritas
neste trabalho. Para os outros modelos celulares, Caco-2 e hepatdcitos primarios de rato,

essa tendéncia ndo é tdo evidente.

Nas condicBes experimentais descritas neste trabalho regista-se ainda a tendéncia
da viabilidade celular ser mais afetada para as concentracdes mais elevadas utilizadas
neste trabalho (60, 40 e 20 uM), denotando-se um efeito citotoxico dependente da
concentracao testada.

No caso das células HepaRG, parece que nas condigbes experimentais descritas
neste trabalho, a sua diferenciacdo n&o influenciou significativamente os resultados de
citotoxicidade dos diferentes tipos de AuNPs. As células Caco-2 parecem ser aguelas
para as quais as AuNPs, exercem menos toxicidade com a diminuicdo da viabilidade
celular na ordem dos 10%, mesmo para as concentracfes mais elevadas,. Para esta
linha celular, foi ainda avaliada a libertagdo de LDH para o espaco extracelular
concluindo-se que os resultados obtidos para este ensaio vao de encontro aos resultados
nos ensaios de reducdo do MTT e incorporacéo do VN, confirmando a baixa toxicidade
das AuNPs para esta linha celular.

Além das linhas imortalizadas, foi ainda avaliado o efeito das AuNPs na viabilidade
celular de hepatécitos primarios de rato. Os resultados para este modelo celular, séo
agueles que apresentam maior citotoxicidade das AuNPs em estudo. Contudo, tratando-
se de uma linha primaria ndo se pode excluir o stress a que estas células estao sujeitas

guando isoladas, o que pode influenciar os valores de toxicidade obtidos.

Mas o principal objetivo deste trabalho, era avaliar o efeito de varias caracteristicas
das AuNPs na sua toxicidade, nomeadamente o efeito do revestimento, tamanho e forma
na citotoxicidade nos modelos celulares ja mencionados, bem como o efeito da forma das

AuNPs no perfil de distribuicdo destas nanoparticulas apds administracéo oral a ratos.

Quando avaliado o efeito do revestimento, s6 se registam diferencas para a linha

celular HepaRG antes da diferenciacdo e nas concentracfes mais elevadas. Para as
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AuNPs esféricas revestidas com MUA registam-se descidas da viabilidade celular de
aproximadamente 50% contra os 10% registados para as AuNPs esféricas, com o
mesmo tamanho, revestidas a citrato. Para todos os outros modelos celulares nédo se
registam diferencas de toxicidade nas AuNPs esféricas revestidas com os diferentes

revestimentos.

Relativamente ao tamanho, contrariamente ao que seria de esperar tendo em conta
a literatura existente, registou-se que entre as AUNPs em forma de estrela, as de maior
tamanho registaram maior toxicidade, nas concentracbes mais elevadas, nas células
HepaRG (sem diferenciacdo) e nos hepatdcitos primarios de rato. No caso das AuNPs
esféricas ndo se registaram diferencas no perfil de toxicidade dos trés tamanhos
avaliados nas condi¢des experimentais utilizadas no decorrer deste trabalho.

Ja a forma parece afetar o perfil de toxicidade das AuNPs testadas no decorrer deste
trabalho. Em todas os modelos celulares, com excecdao das células HepaRG
diferenciadas, registam-se diferencas na viabilidade celular entre AUNPs esféricas e em
forma de estrela, para as concentragcbes mais elevadas, com as primeiras a mostrarem-

se mais toxicas para as células, nestas condicfes experimentais.

Assim, conclui-se que a forma apresentada pelas AuNPs influencia a sua toxicidade
celular, nas condi¢cdes experimentais descritas no decorrer deste trabalho, com especial
incidéncia para as concentragdes mais elevadas, com as AuNPs em forma de estrela a
mostrarem-se menos téxicas do que as AuNPs esféricas. De salientar ainda que, apesar
das duas formas de AuNPs apresentarem revestimentos diferentes, pelos resultados
obtidos para os controlos de veiculo, pode concluir-se que a toxicidade obtida se refere

efetivamente as AuNPs.

Como referido, foi ainda realizado um ensaio in vivo, para a avaliagdo da distribuicdo
de AuNPs das duas formas utilizadas no decorrer deste trabalho (esférica e estrela), 24
horas ap6s administragdo oral das AuNPs a ratos Wistar. A partir dos resultados obtidos
pode concluir-se que a biodistribuicdo das AuNPs ap6s administragcdo oral é muito
reduzida, o que vai de encontro com os resultados descritos na literatura, e que a forma,
tendo em conta os procedimentos experimentais utilizados, ndo influencia o seu perfil de

distribui¢ao.

Apesar dos resultados obtidos, quer para a avaliagdo da toxicidade in vitro quer para

a avaliacdo da biodistribuicdo in vivo, tendo em conta a diversidade de protocolos
existentes, € muito dificil chegar a uma conclusdo sobre os efeitos das diferentes
caracteristicas das AuNPs que se possa extrapolar para todos os tipos de AuNPs. Sao
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entdo necessarios mais ensaios, bem como a uniformizacdo dos protocolos, de forma a
avaliar a toxicidade e perfil de ADME dos diferentes tipos de AuNPs. Contudo, pode
prever-se, tendo em conta todos o0s ensaios j& realizados, que as diferentes
caracteristicas intrinsecas de cada tipo de AuNPs, contribuam para os efeitos

toxicoldgicos e perfil de ADME destes materiais.
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Anexo 1

Size Distribution by Intensity
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Figura 24. Graficos de intensidade obtidos para as AuNPs Esféricas = 15 nm (Citrato)

na determinacao do didmetro hidrodindmico por DLS
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Figura 25. Graficos de intensidade obtidos para as AuNPs Esféricas = 15 nm (MUA)

na determinacdo do didmetro hidrodindmico por DLS.
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Figura 26 . Graficos de intensidade obtidos para as AuNPs Esféricas = 60 nm
(Citrato) na determinacéo do didmetro hidrodindmico por DLS.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 27. Graficos de intensidade obtidos para as AuNPs Esféricas = 70 nm (Citrato)
na determinacédo do diametro hidrodinamico por DLS.
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Figura 28. Gréficos de intensidade obtidos para as AuNPs Estrela = 50 nm (A) na
determinacéo do didametro hidrodindmico por DLS.
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Figura 29. Gréficos de intensidade obtidos para as AuNPs Estrela = 50 nm (B) na
determinacgéo do diametro hidrodindmico por DLS.
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Figura 30. Graficos de intensidade obtidos para as AuNPs Estrela = 60 nm (C)
na determinag&o do didmetro hidrodindmico por DLS.
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Anexo 2

Tabela 5. Valores de viabilidade celular, em percentagem, determinados pelos ensaios de MTT e VN, das
células HepaRG néo diferenciadas apds incubacao com os diferentes tipos de AuNPs.

HepaRG nao diferenciadas

MTT 4h | MTT 24h | NR 4h | NR 24h

Negativo 10020,68 100£0,57 99,97+0,27 1000,68
Controlos| Citrato 101,11,29 98,7+1,6 98,33+0,72 99,92+1,36
MUA 101,3+1,27 101,1+1 99,1£0,72 98,1+1,12
9% 60 pM 99,03+1,42 50,94+11,19 93,03:0,78 83,21+1,29
o3 40 pM 100,1+0,84 74,62+3,75 92,81+0,9 86,561+1,18
L e 20 uM 102,5+0,79 83,66+1,08 95,72+1,05 94,85:1,01
§ § 10 pM 101,7+0,53 87,92+1,4 98,83+1,48 95,87+0,59
Z 3 5 uM 101,2+0,82 87,66£1,47 101,1+1,22 97,26+1,39
<3 1M 99,26+1,04 92,94+1,3 101,5+0,85 98,53+1,61
2 60 uM 95,88+0,79 89,49+1,04 92,2+1,5 90,05+1,57
Se | 40um 98,8810,65 88,2610,92 95,48+1,58 92,09+1,6
% § g 20 uM 100,1+1,06 90,06+1,13 97,27+0,49 93,02+1,71
o § G | 10um 101,6+1,18 89,88:0,68 98,79+1,05 93,03+1,38
Z - 5uM 99,95+1,17 93,94+0,38 99,03+0,95 93,11+1,21
< 1M 102,6+1,57 95,61+1,24 99,73+0,99 95,24+1,3
" 60 UM 84,23+2,51 69,44+2,77 102,7+0,86 64,6+1,05
§ E | 4o0pm 89,87+2,3 77,52+2,24 97,92+1,56 68,72+0,74
% § g 20 uM 93,4+1,41 89,68+2,44 97,91+1,72 82,81+1,62
o5 G | 10um 101,5+1,72 96,89+2,6 101,8+1,51 90,25+0,87
zZa 5 pM 100,1+1,25 99,89+2,48 98,88+1,81 95,82+1,1
< 1 uM 99,31+1,14 101+1,98 102,7+1,45 95,22+1,39
0 60 uM 86,65+2,51 63,58+4,67 100+1,15 57,05£3,77
§ E | 40pm 92,99+2,08 84,21+3,69 99,65:+1,51 80,06+1,19
% § g 20 uM 97,9+1,43 90,31+2,19 101,9+1,52 91,49+2,99
o s G | 10um 96,4510,66 100,3+3,22 102,1+1,61 100,6+1,99
Zg 5uM 100+1,9 101+2,53 101,5+2,37 102,2+0,91
< 1M 98,47+2,15 100,610,83 103,9+1,34 99,11+0,85
© 60 UM 99,68+1,92 82,25+4,58 102,4+2,15 67,85+1,06
E L% 40 uM 101,7+1,57 94,44+3,39 99,34+1,36 82,17+1,22
£ g g <| 20pMm 98,03+1,32 96,6+1,64 101+1,25 82,2+2,02
o @ 4 2| 10um 96,65+1,6 102,7+1,54 99,71+1,43 90,64+1,21
zZ 3 5uM 101,2+1,17 103,1+1,13 100,2+2,24 90,28+1,01
< 1 uM 99,49:0,97 101,4+0,99 98,39+2,05 95,21+1,46
© 60 uM 96,05+1,49 77,4624,31 102,2+1,21 60,24+3,31
% g 40 uM 97,92+1,6 95,9613,26 99,21+1,36 76,23£0,99
= % L ?5‘ 20 M 98,91+1,84 101,443,009 97,45+1,43 86,83+1,34
o @ HS| 10uM 97,81+1,58 101,4+0,95 95,04+2,08 101+1,53
% L% 5uM 99,28+1,02 100,610,72 95,91+1,61 99,6+1,25
< 1M 101,8+2,33 102,810,72 99,06+1,33 101,2+1,03
s < | eopm 85,68+2,15 67,390,37 94,99:1,55 95,24+1,11
g \% 40 uM 85,83+2,55 68,51+0,68 100,8+1,11 92,82+1,54
e %ij E 20 uM 82,9+1,41 70,150,73 101,8+0,92 91,87+1,79
2 2 g 10 pM 84,84+1,92 75,6620,95 100,4+0,84 91,2+1,62
Z 4 5 uM 88,21+1,63 78,13+0,54 101,7+0,42 91,48+1,19
< 7 1 uM 92,6440,8 88,78+1,08 100,2+0,41 93,05£1,23
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Tabela 6. Valores de viabilidade celular, em percentagem, determinados pelos ensaios de MTT e

VN, das células HepaRG diferenciadas apés incubacdo com os diferentes tipos de AuNPs.

HepaRG diferenciadas

MTT 4h MTT 24h | NR 4h NR 24h
Negativo 100+1,68 100,11,93 100£1,59 99,8512,59
Controlos| Citrato 99,6313,69 101,31,4 100,6+1,13 98,99:1,96
MUA 102,5¢1,21 101,30,93 100,90,76 99,72£1,46
o & 60 UM 92,8+3,43 66,82+7,41 89,77+3,92 87,71£3,31
§ 2 40 pM 90,583,55 93,98+0,45 95,54+3,9 81,23+4,06
2 e 20 pM 99,39+1,61 97,02+0,99 96,67+3,05 84,81+2,53
E f 10 uM 101,4+1,63 100,5+1,62 100,8+0,61 99,50+1,34
2% 5uM 100,7+1,8 103,2+2,74 100,8+1,55 99,8+1,34
<3 1uM 107,5+2,29 108,342,16 101,60,9 102,6+1,18
@ 60 pM 94,14+2,95 70,49+7,38 92,77+3,03 85,83£4,65
§ e __| 40pm 103+2,37 93,1613,67 94,7620,54 87,3613,26
% f g 20 pM 105,4+1,57 93,67+1,99 99,35+0,88 99,61£2,53
o § G | 10mm 102,2+1,71 92,92+2,75 97,76+1,29 101,3+2,22
Eh 5uM 104,5+2,13 102,8+1,62 102,4+1,08 101,3+1,71
< 1M 101,6+1,76 98,87+1,87 103:2,9 107,5+2,18
" 60 pM 90,74+2,47 76,25£3,53 93,83+0,83 95,87+0,68
§ E | 4o0pm 101+3,06 83,45:3,68 95,95+1,99 92,4510,87
:% § % 20 pM 101,4+2,46 84,44+3,08 100,5+1,09 95,13+0,93
oEG | 10um 98,60,65 89,28+2,68 98,89+1,02 96,69£0,64
23 5 pM 97,46+1,3 88,24+2,59 100,7+0,94 95,14+0,51
< 1M 99,4810,67 97,08+2,19 99,53+0,96 98,13+1,04
" 60 uM 89,07+3,01 87,53t3,73 92,64+1,49 84,68+1,1
§ E | 40pm 92,74+1,22 92,54+2,91 99+0,76 85,04+1,1
% f 2| 20um 93,740,78 92,26+3,1 99,75+0,82 90,67+1,49
E s 5 10 uM 97,75£1,07 93,97+2,91 100,40,56 95,88+1,64
=X 5uM 97,39+1,34 96,95+2,33 101,620,72 98,45£1,45
< 1uM 98,95:0,77 99,58+1,55 101,5:0,7 99,72£1,04
© 60 pM 100,9+0,8 90,8310,56 96,92+2,39 94,060,9
% L% 40 pM 98,01+1,43 94,02+1,1 100+0,43 93,25£1,17
P g Q| 20um 100,6+1,36 97,2510,76 98,0710,7 95,93£1,21
2 2 g' S| 10um 100,4+0,76 96,88+1,2 98,54+0,77 96,13+1,02
Z 3 5uM 101+0,53 100+0,58 100,3+1,09 97,58+1,29
< 1M 102,740,52 99,3410,81 101,8+1,18 98,3511,12
© 60 uM 95,87+1,34 91,440,86 99,94+0,88 93,07£1,5
% E 40 pM 104,2+1,22 94,93+0,57 100,740,68 94,640,92
P g S <[ 20pm 101,2+1,26 96,78+0,68 100,90,77 94,441
2 7 é' 2| 10pum 101+0,66 100+0,99 101,240,9 95,85+1,7
Z g 5uM 100,5+0,78 98,98+0,91 103,3+1,74 94,86+1,88
< 1uM 105,442,52 96,91+1,08 104+1,19 98,052,3
c < | eoum 86,21+2,02 66,69+4,06 81,945,98 84,49+3,06
§ % 40 pMm 100,3+1,86 72,61%9,31 91,1+3,77 81,04+2,97
e ‘7._‘3 E | 20um 100,4+1,37 86,319,87 99,02+3,11 97,93£2,72
E 7 g 10 uM 100,1+2,2 85,56+6,61 102,7+1,26 96,51£1,9
zZ 3 5uM 103,5+1,45 100+1,21 101,9+1,69 96,48+2,15
< £ 1M 102,2+1,94 98,61+1,65 100,5:1,39 97,1£1,21
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Tabela 7. Valores de viabilidade celular, em percentagem, determinados pelos ensaios de MTT e VN, e
percentagem de libertacéo de LDH para o espaco extracelular, das células Caco-2 apés incubagdo com
os diferentes tipos de AuNPs.

Caco-2
MTT 4h | MTT 24h [ NR 4h | NR 24h | LDH 4h | LDH 24h
Negativo 100,00+ 0,69 100+0,55 100+0,47 100+1,21 0+0,5 0+0,18

Controlos| Citrato 99,15+ 1,14 100,3+0,75 99,84+0,89 100+1,56 0,19+1,1 -0,21+0,33
MUA 99,25+ 0,92 101,7+0,68 100,2+1,18 99,86+1,43 -0,9440,29 1,16+1,03

N 60 pM 95,04 1,76 88,45:1,76 97,94:0,98 89,87+1,43 -1,54:0,32 0,88+0,87
83 40 uM 93,30 1,79 92,45£0,43 101,1+1,68 91,38:3,23 -2,45:0,34 3,85:1,96
2 20 M 94,07+ 1,44 95,51+1,68 102,9+1,35 96,32+1,36 -2,33£0,4 3,29+2,21

;ui § 10 uM 100,3+1,54 94,51+1,14 102,2+1,66 97,8835 -0,59:0,45 4,62+2,38
= 5uM 102,3+ 1,50 97,62+1,36 103,1:0,73 102,9+1,28 -0,910,52 3,6742,31
<3 1 uM 102+1,13 97,01+0,72 102,1+1,70 101,3+2,04 -2,16+0,41 6,44+2,28

0 60 pM 90,18 £0,73 92,97+1,10 96,24+0,98 84,74+4,34 5,14+1,76 5,76x0,67
§ £ _ 40 pM 92,71+1,43 91,42+1,28 98,49+1,87 92,16+2,01 0,59+1,13 4,93+0,64
%’, § % 20 uM 4,93+0,64 91,76+1,18 101,1+1,67 90,57+5,29 -0,35%1,2 8,44+0,55
§ § 5 10 uM 8,44£0,55 88,57+1,22 101,11,22 93,43+4,49 2,4£1,81 4,3410,41

2= 5uM 4,:34£0,41 92,67+1,04 101,5+1,59 102,114 0,3+1,61 3,56:0,5
< 1 uM 356£0,5 94,73+1,11 100,7+1,96 99,03+1,94 -1,41#1,28 3,580,36
a 60 pM 3,58+0,36 88,17+1,82 99,17+ 1,00 95,07+1,62 7,49+1,5 4,74+0,63

§ g - 40 pM 4,74+0,63 91,78+2,43 98,82+1,11 100,8+0,94 2,8+0,35 2,9+0,97
% E g | 20um 2,9£0,97 98,85+1,25 95,05+1,62 99,311,02 0,97:0,39 2,33:0,57
oS5 | 10um 2331057 99,99+1,16 96,42+0,89 101,1£1,04 1,54%0,36 1,12+0,25
Z3 5uM 1,1240,25 99,15:1,14 96,61:0,98 100,21,13 2,13t0,2 1,990,79
< 1 uM 1,99+0,79 98,99+1,06 98,47+1,09 99,89+1,25 1,940,19 1,31+0,45

9 60 M 1,31%0,45 87,07+2,31 98,36:0,94 95,35+1,08 -0,04+0,96 1,780,5
SE | 4oum 1,78205 89,38+2,29 98,72+1,07 96,1+1,27 -0,29:0,57 -0,740,54

“% g % 20 pM -0,74+0,54 97,18+1,82 99,16+1,32 97,38+1,67 -3,0310,3 0+0,51

& g é 10 uM 0+0,51 99,41+0,60 97,31+1,45 98,87+1,44 -2,0310,46 0,74%0,6
Zg 5uM 0,74:0,6 99,38:0,99 96,02+1,31 99,331,25 -3,2:0,72 1,97:0,35
< 1 uM 1,9740,35 97,85+1,02 96,87+0,93 99,79+1,89 0,18+0,82 2,04+0,42
© 60 pM 2,04£0,42 93,8+1,26 98,77+1,41 99,28+0,96 5,8+4,27 22,3515,38
£ § 40 uM 22,35+5,38 99,09+0,96 98,62+1,68 99,8+1,20 6,32+4,69 14,9+4,98
= %._‘3 S| 20um 14,9:4,98 98,630,83 97,26£1,73 96,9+2,2 7,66+6,06 12,3124,42
$ g 3‘ =3 10 uM 12,31+4,42 102+0,82 97,01+1,51 99,05+1,13 3,85+4,38 9,12+3,54
% % 5uM 9,12+3,54 99,04+0,82 95,65+1,67 98,6+1,36 12,42+4,49 12,39+3,14
< 1M 12,39+3,14 102£0,63 96,04+1,19 95,11+1,39 -1,06+2,35 11,87+3,53
© 60 uM 11,87+353 87,19+1,93 97,78+1,38 98,47+0,92 4,74+4,76 17,87+6,08
£ E 40 M 17,876,08 95,00+1,18 97,23+1,63 98,78+0,58 -4,340,45 11,71+4,11
E® 3 <| 20uM 11,7124,11 97,63+0,97 97,00+1,04 98,64:0,8 -4,00+0,42 10,35+4,12
g z G| 10um 10,35:4,12 100£0,72 95,81+1,50 98,89£0,76 10,98+6,18 10,14+3,71
% g 5uM 10,14+3,71 99,58+0,89 96,22+1,63 99,39+1,44 6,09+4,44 10,57+3,78
< 1uM 10,57+3,78 100,2+0,70 97,03+1,52 98,97+0,88 5,39+4,36 11,08+3,64
s < 60 uM 11,08+3,64 93,86+1,37 94,99+1,94 94,14+2 31 0,49+0,65 0,62+0,65
£ S| 40um 0,62£0,65 92,34+1,34 95,56+1,15 94,59+1,52 -2,1x0,36 4,36:2,37
3 E | 20um 4,36£2,37 93,94:0,60 97,73+2,05 94,4£1,56 -0,960,31 5,5412,07
§ 2 E 10 uM 5,54£2,07 93,87+0,88 98,481,551 92,92+1,16 -1,05£0,29 5,63+2,04
z 3 5uM 5,63+2,04 94,08+0,89 98,68+2,11 96,3+1,53 0,92:0,54 6,38+1,62
< d 1uM 6,38+1,62 96,36+0,50 97,58+2,41 98,46+3,01 0,59+0,83 4,58+1,72
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Tabela 8. Valores de viabilidade celular, em percentagem, determinados pelos ensaios de MTT e
VN, dos hepatécitos primarios de rato apos incubacéo com os diferentes tipos de AuNPs.

Hepatdcitos primarios de rato
MTT 4h | MTT 24h | NR 4h | NR 24h
Negativo 100+1,58 100£0,9 100+1,23 100+1,29
Controlos| Citrato 98,85+1,47 98,13+1,29 98,28+2,01 97,312,03
MUA 98,4+1,76 101,1+2,2 98,51+1,22 98,5+2,37
92 60 UM 73,81+1,84 72,23+1,81 92,14+3,46 69,8115,66
2 g/ 40 pM 79,3610,41 64,81+4,57 91,37+3,7 78,92+4,75
% £ 20 pM 79,44+1,42 711,62 87,04+2,94 76,645,77
=
o2 10 UM 79,13+1,76 76,91+2,83 97,942,72 57,09+4,01
Z3 5 uM 77,09£1,55 82,09+2,9 98,11+2,92 80,47+3,28
<
<3 1M 87,56+1,29 90,45+3,28 100,1+4,62 863,44
p 60 pM 84,34+1,95 80,47+1,42 94,65+4,6 79,3243,31
°Se | 40pm 86,54+2,04 83,24£2,74 99,87+1,92 78,82+3,35
o
% = = 20 M 92,21+1,86 91,04£1,9 101,9+3,06 74,91%3,09
o 35 10 UM 88,83+3,98 88,78£2,19 98,45+1,35 75,6745,25
= N 5 uM 96,07+3,8 93,4613,28 99,88+3,21 85,69+3,6
< 1M 100,9+3,02 102,6+3,62 102+1,14 93,1243,22
0 60 M 73,5¢2,95 74,2+1,71 88,19+2,6 82,1%3,12
©
c E 40 pM 85,88+1,93 79,05+1,95 91,04+2,86 86,98+3,56
5~
% o = 20 yM 83,31,16 89,55+1,88 93,79+3,35 91,31+2,28
o Ltrl 5 10 uM 81,6+4,32 91,98+1,76 90,63+2,45 94,21+1,69
Zx 5 uM 92,91+1,69 94,15+1,66 94,2+1,75 97,6445,96
< 1M 102,7+1,34 96,03+0,81 97,1%2,05 101,4+3,01
- 60 M 84,3622,76 80,18+1,91 88,09+2,94 81,25+3,98
(]
°E 40 pM 85,063,061 82,65+2,33 87,17+2,85 85,15+3,26
@ O o
% - = 20 pMm 85,93+1,54 89,61+1,51 93,85+2,94 90,06+2,09
o § 5 10 uM 81,14+4,21 85,98+3,2 92,77+2,55 92+4,75
Zg 5 uM 100,6+1,82 91,36+2,08 96,04+3,21 96,01+2,82
< 1M 103,4+0,61 95,32+1,67 97,57+2,51 98,61+2,73
© 60 pM 97,65+3,49 94,34+1,85 91,27+1,17 79,22+4,55
% E 40 pm 101,9+2,33 91,82+0,81 86,98+1,57 84,18+5,39
22| 20um 103,7+1,71 92,06+1,67 86,88+2,51 89,33+1,77
EDT NS M
o 2 HE[ 10pm 100,4+2,26 96+1,94 82,81+2,6 90,33+1,51
o
z § 5uM 105,5+1,6 97,88+2,21 89,84+1,94 92,11+3,13
= 1M 105,8+1,07 101+1,7 93,43+1,4 101,8+2,12
© 60 pM 94,35+4,79 99,42+2,35 87,26+2,02 89,25+1,33
% E 40 pm 97,21£0,79 97,2+2,21 85,54+4,93 88,91+1,27
P ’g‘ 20 M 100,3+1,38 101,9+1,97 89,81+6,39 90,32+1,15
o 2 c?j | 1oum 95,09+0,54 96,7+1,48 89,58+5,19 82,37+0,78
o
Z ; 5 uM 101,3+0,7 101,3+2,19 96,48+4,41 90,43+0,81
E 1M 104,3+0,84 94,79+1,21 98,09+3,83 87,94+1,36
© 2::: 60 pM 76,69+1,49 72,68£1,09 92,09+6,02 90,8145,19
g S | 40um 85,09+1,34 80,26+0,78 99,35+1,91 89,82+3,68
P E 20 M 86,27+1,44 81,94+2,18 98,43+2,47 83,01+4,53
E 22 10 uM 89,7743,1 84,69+1,03 101,5+2,66 95,5545,13
Z g 5 uM 102,4+2,82 92,15+1,6 98,08+1,61 100,7+3,37
< £ 1M 101,2+2,82 94,67+2,41 102,7+0,74 100,5+2,76

127



128



