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RESUMO

No presente trabalho pretendeu-se avaliar a potencial citotoxicidade induzida por
nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas com diferentes revestimentos em células
Caco-2, um modelo de epitélio intestinal humano. As nhanoparticulas testadas
apresentavam um didmetro entre 23 e 35 nm e como agentes de revestimento foram
usados o citrato, 11-MUA e os pentapéptidos CALNS e CALND. Os ensaios escolhidos
para avaliacdo da viabilidade celular foram o de reducdo do MTT e incorporacdo de
Vermelho Neutro. Para os intervalos de tempo (24 a 96 h) e de concentracdo (1 a 100
UM) testados, ndo foram observados fendmenos de citotoxicidade.

No mesmo modelo celular, foi também avaliada a capacidade de translocagéo e
internalizacdo das diferentes AuNPs funcionalizadas. O estudo realizado foi bidireccional,
sendo a quantificag@o de ouro presente nas fracges apical, basal e celular efectuada por
Espectrometria de Absorcdo Atémica. Uma andlise qualitativa do grau de internalizacdo
das nanoparticulas nas células foi realizada por Microscopia Electrénica de Transmissao.
As AuNPs revelaram uma baixa capacidade em atravessar a monocamada de células

Caco-2, sendo a extensao da internalizacdo dependente do revestimento

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, Caco-2, revestimento, citotoxicidade,

internalizacéo, translocacgéo



ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the potential cytotoxic effects induced by gold
nanoparticles (AuNPs) with different coatings in Caco-2 cells, a model of human intestinal
epithelial cells. Sphere AuNPs nanoparticles (23 to 35 nm) were functionalized with
citrate, 11-MUA and the pentapeptides CALNS and CALND. Cell viability was assessed
by the MTT reduction and Neutral Red uptake assays for concentrations ranging from 1 to
100 uM for 24 to 96 hours. Under the present experimental conditions, no cytotoxic effects
were observed with any of the AuNPs tested.

Uptake and translocation of functionalized AuNPs across polarized and differentiated
Caco-2 cells monolayers was also investigated. Bidirectional experiments were conducted
and gold content of the apical, basal and cellular fractions was quantified by Atomic
Absorption Spectrometry. A qualitative analysis of cellular internalization of AuNPs by
Transmission Electron Microscopy was also performed. The AuNPs revealed a low ability
to translocate across Caco-2 monolayers with the uptake efficiency being dependent of

surface coating.

Key words: gold nanoparticles, Caco-2, coating, cytotoxicity, uptake, translocation
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INTRODUCAO
1. Nanotecnologia e nanomateriais

A nanotecnologia consiste na compreensdo e controlo dos nanomateriais, matéria com
dimensdes entre aproximadamente 1 e 100 nanémetros (1 x 10”° metros). A capacidade
de visualizar, medir, fabricar e manipular matéria a nivel da escala nanométrica permite o
desenvolvimento de novas tecnologias com um impacto que ira afectar virtualmente cada
sector econdémico (1). A nanotecnhologia distingue-se de outras tecnologias devido as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas Unicas que ocorrem nos materiais a escala
nanomeétrica e que possibilita novas aplicagbes (1,2). Essas propriedades podem ser
entdo observadas e manipuladas a escala microscépica ou macroscépica para o
desenvolvimento de materiais e dispositivos com funcdes e desempenhos inovadores. A
nanoescala refere-se a um intervalo entre 1 e 100 nm, ainda que este intervalo de valores

ndo seja absoluto (Figura 1).

Figura 1. Integragdo da escala nanométrica. Comparacao entre pequenos objectos como (a) um insecto, (b)
cabelo humano, (c) grao de polen, (d) glébulos vermelhos, (e) agregados de paléadio, (f) nanocristais de

cobalto, (g) molécula de aspirina. Retirado de (3).



A importancia das nanotecnologias reflecte-se na obtengcdo de inova¢cbes que possam
contribuir para a resolugdo de muitos problemas que a sociedade enfrenta actualmente,
nomeadamente na area de (i) biomedicina, (ii) tecnologias da informacao (iii) producao e
armazenamento de energia (utilizagdo de dioxido de cerulio (CeO,) como catalisador de
combustiveis), (iv) ciéncias dos materiais (utilizacdo de nanoparticulas de prata em roupa
e desinfectantes, utilizacdo de dioxido de titanio (TiO,) em protectores solares), (v)
alimentos, agua e ambiente, entre outras. A comercializacdo de varios produtos
derivados de nanotecnologias € jA uma realidade, incluindo produtos médicos,
componentes electrénicos, tintas e tecidos sendo um comércio em expansao cujo

investimento é gradualmente crescente (1).

A transicdo de microparticulas para nanoparticulas (NPs) pode levar a um elevado
namero de mudancas em propriedades fisicas (4). As mudancas imediatamente
perceptiveis sdo o aumento da razdo area/volume e a predominancia de efeitos
guanticos. O aumento da é&rea de superficie em relagdo ao volume € um processo
gradual que ocorre com a diminuigdo do tamanho da particula, com o comportamento dos
atomos presentes na superficie das particulas a tornar-se dominante relativamente aos
dos atomos presentes no interior. Este comportamento reflecte-se na interaccdo com
outros materiais, permitindo o0 seu aproveitamento em processos cataliticos, na utilizagéo
de estruturas como eléctrodos, no aumento da resisténcia fisica, quimica e térmica de
materiais. As propriedades quanticas reflectem-se no comportamento dos electrdes livres
que passam a comportar-se de um modo semelhante aos electrfes ligados a atomos na

medida em que apenas podem ocupar determinados estados de energia.

Nanofarmacos estdo ja disponiveis para uso clinico (como o farmaco imunossupressor
Rapamune®, o antiemético Emend® ou o antidislipidémico Tricor®, ja disponiveis nos
Estados Unidos), e numerosos outros encontram-se em ensaios clinicos (5,6). Embora a
nanotecnologia explore particulas entre 1 e 100 nm de didmetro, o tamanho de particulas
usadas em medicina pode variar entre 2 a 1000 nm (7). As nanoparticulas encontram-se
no mesmo intervalo de dimensfes que o0s anticorpos, receptores membranares, acidos

nucleicos e proteinas, entre outras biomoléculas.



1.1 Tipos de nanoparticulas
As nanoparticulas podem ser agrupadas pela sua natureza organica ou inorganica.

As nanoparticulas de natureza orgéanica incluem lipossomas, dendrimeros, nanomateriais

de carbono e micelas poliméricas.

Lipossomas — os lipossomas sao vesiculas fosfolipidicas, com um tamanho entre 50 e
100 nm, com uma bicamada lipidica que se assemelha a das membranas bioldgicas e
com uma fase interna aquosa (6). Os lipossomas podem classificar-se de acordo com o
seu tamanho e nimero de camadas (multi, oligo ou multi-lamelares). A natureza anfifilica
dos lipossomas torna possivel o transporte de farmacos hidrofilicos (no seu interior, na
fase aquosa) e farmacos hidrofébicos (dissolvidos na membrana), sendo que a natureza
da ligagéo de farmacos a membrana pode ser modificada com a adicdo de ligandos. Os
lipossomas apresentam excelente capacidade de circulagéo, penetragcéo e difusdo. A sua

aplicacdo como veiculos data desde os anos 60 (8).

Micelas poliméricas — as micelas poliméricas consistem num conjunto de polimeros
anfifilicos em torno de um ndcleo hidrofébico, que formam estruturas supra-moleculares
em meio aquoso (6). O seu tamanho é usualmente inferior a 100 nm. Os polimeros
anfifilicos podem ser constituidos por fosfolipidos, cadeias hidrofilicas de Oxido de
polietileno intercaladas com cadeias hidrofébicas de 6xido de polipropileno, cadeias de
aminoacidos ou poliéster. Farmacos podem localizar-se no interior do ndcleo ou ligados

covalentemente a superficie das micelas.

Dendrimeros — os dendrimeros sdo polimeros altamente ramificados, de tamanho
inferior a 15 nm, constituidos por um ndcleo central, uma regido interna € numerosos
grupos terminais como poliamidas ou poliaminas (6). A natureza dos grupos terminais
pode ser alterada de modo a facilitar a ligacdo de determinado farmaco, podendo ser

funcionalizados com hidratos de carbono, péptidos ou silicone.

Nanomateriais de carbono — os nanomateriais de carbono incluem a familia dos
fulerenos (Ceo) € outras nanoparticulas constituidas por laminas co-axiais de grafite,
enroladas em cilindros e de tamanho inferior a 100 nm (6). Estas estruturas podem
designar-se por nanotubos de parede simples ou nanotubos de paredes mudltiplas,
conforme possuam apenas uma lamina ou vérias laminas enroladas concentricamente.

Apresentam uma elevada resisténcia, condutibilidade eléctrica e térmica.



As nanoparticulas de natureza inorganica incluem pontos quéanticos (Quantum dots),
nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas metdlicas. Normalmente apresentam um
nucleo central inorganico que determina as suas propriedades Opticas, electrénicas,

magnéticas e fluorescentes.

Pontos quéanticos — sdo nanocristais coloidais com fluorescentes e fotoestaveis, com um
tamanho entre 2 e 10 nm (6). O seu nucleo central consiste na combinac¢éo de elemntos
dos grupos II-VI da tabela periodica (CdSe, CdTe, CdS, PbSe, ZnS e ZnSe) ou dos
grupos lll — IV (GaAs, GaN, InP e InAs), que s&o revestidos com uma camada de ZnS.
Além de fotoestaveis, apresentam uma elevada resisténcia a degradacéo quimica.

Nanoparticulas magnéticas — as nanoparticulas magnéticas sdo nanocristais esféricos,
com um tamanho entre 10 e 20 nm, com um nucleo de Fe** e Fe* revestido por dextrano

ou polietileno glicol (PEG) (6).

Nanoparticulas metélicas — as nanoparticulas metélicas podem ter tamanhos entre 1 e
100 nm, sendo constituidas por metais como o ouro (Au), a prata (Ag), o niquel (Ni), a
platina (Pt) e o diéxido de titanio (TiO,) (6).

7

O financiamento da nanotechologia é crescente (9). O interesse da aplicacdo da
nanotecnologia na area da medicina levou a criagcdo de um novo campo da ciéncia
apelidado de nanomedicina. A nanomedicina consiste no processo de diagnostico,
tratamento, e prevencdo de doengas ou lesdes trauméticas, aliviando a dor e
preservando ou incrementando a satude humana recorrendo a ferramentas moleculares e
ao conhecimento molecular do corpo humano (9). A nanomedicina tem como principais
objectivos (i) a construgdo de estruturas a escala nanomeétrica para diagnostico,
monitorizacao e libertagdo de farmacos, (ii) a intervencéo na gendmica e protedmica (iii) a
criacdo de maquinas moleculares capazes de identificar e eliminar agentes patogénicos,

reparar ou substituir células ou componentes celulares in vivo (3,9).



1.2 Vantagens e limitac@es na utilizacdo de nanoparticulas em medicina

A capacidade das nanoparticulas em interagir com outras moléculas, assim como a
possibilidade de moldar as suas propriedades, torna-as instrumentos de elevado
interesse na monitorizacdo, diagnoéstico e terapéutica de doencas. A sua aplicacdo como
veiculos de farmacos é promissora, uma vez que as nanoparticulas podem modificar
varios aspectos relacionados com o perfil farmacocinético. Podem aumentar a
solubilidade de um farmaco, permitindo a sua administracdo por via parentérica (6,8),
aumentar o seu tempo de semi-vida, aumentar a especificidade em relagcdo ao alvo,
reduzindo assim os efeitos secundarios (uma vez que diminui a sua acumulagdo em
tecidos saudaveis) (6,8). Podem também melhorar a biodisponibilidade, diminuir o seu
metabolismo e permitir uma libertacdo controlada de farmacos. Um dos principais
problemas que se coloca na descoberta de novos farmacos é precisamente a sua fraca
biodisponibilidade e biodistribuicdo (8). A aplicacdo de nanoparticulas como veiculos
permite reduzir a dose de farmacos a administrar, aumentado a eficacia terapéutica e os
perfis de seguranca de novos farmacos (8). A utilizacdo de materiais biocompativeis torna

as nanoparticulas alternativas seguras, evitando reac¢des de hipersensibilidade (8).

Contudo, existem algumas limitacdes ao uso de nanoparticulas. Actualmente é dificil
prever a biodistribuicdo de nanoparticulas no organismo de acordo com as suas
propriedades fisico-quimicas (8). A prépria biodistribuicdo pode ser afectada por
interaccdes indesejadas com moléculas, como proteinas, ou mesmo células pertencentes
ao sistema de defesa do organismo, como mondcitos ou macréfagos (8). A penetracéo
no interior das células ndo é um processo facil, requerendo estratégias de alteragédo da
superficie das nanoparticulas (10). O préprio destino das nanoparticulas no interior das
células é ainda pouco conhecido, podendo estas permanecer inalteradas, modificarem-se

ou sofrerem metabolizacédo

BN

Apesar dos beneficios que as nanoparticulas parecem trazer a medicina, algumas
aplicagbes permanecem desafiantes, como por exemplo a monitorizacdo in vivo de
eventos celulares, a especificidade do local de ac¢cdo ou a entrega de farmacos no
interior da célula. Na tentativa de ultrapassar estas limitagfes, presentemente estdo a
desenvolver-se nanoparticulas multifuncionais, isto €, nanoparticulas com uma Unica
estrutura definida mas com diferentes funcionalidades. Como exemplo, uma Unica
nanoparticula seria capaz de se ligar especificamente a uma célula-alvo, emitir um sinal
de localizagdo que permitiia monitorizar o transporte de um farmaco ligado a
nanoparticula e ainda, através de um estimulo externo, provocar a libertacdo controlada
do farmaco. Contudo, a maior limitacdo na producdo de nanoparticulas multifuncionais é
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a combinacédo dos diferentes grupos quimicos requeridos a superficie da nanoparticula,
sendo um processo considerado complexo. Além disso, a actividade dos diferentes
grupos quimicos tem que funcionar de um modo coordenado de modo a providenciar as
diferentes funcionalidades. Um exemplo destas nanoparticulas foi desenvolvido por Yang
(10), e que consiste num nanossitema multifuncional combinando nanocristais
magnéticos (para a monitorizagao), anticorpos terapéuticos (para a especificidade do
alvo) e o farmaco doxorrubicina (para o efeito terapéutico).

2. Nanoparticulas de ouro

O ouro tem sido dos mais antigos objectos de investigacdo na ciéncia, e a sua aplicagdo
em nanotecnologia tem feito renascer o seu interesse. As nanoparticulas de ouro
(AuNPs) sdo as nanoparticulas metalicas mais estiveis, apresentam aspectos
fascinantes como o comportamento individual das suas particulas, propriedades 6pticas e
magneéticas, e a sua aplicagdo na catéalise e biologia (11 - 13). O ouro (elemento quimico
de simbolo Au com o numero atdmico 79) apresenta-se como um metal amarelo,
brilhante e com um ponto de fus@o de 1336 K (11). Por seu lado, as AuNPs apresentam
uma coloracdo vermelha intensa e a temperatura de fusdo é proporcionalmente

decrescente com a diminuigdo do seu tamanho (12).

As AuNPs podem apresentar forma esférica (11), cilindrica (11, 14), hexagonal (11) e
triangular (15), ou ainda associarem-se a outras nanoparticulas (como dendrimeros) ou
metais (Ag, Pd, Pt, TiO,, Fe, Zn e Cu, entre outros), formando as denominadas
nanoshells. As nanoshells consistem num nilcleo de &tomos com elementos
anteriormente referidos, revestido com atomos de ouro (16). As AuNPs podem ainda

apresentar porosidades na sua estrutura, denominando-se nanocages (17).

2.1 Perspectiva historica

O chamado «ouro coloidal» tera aparecido cerca do século V ou IV antes de Cristo, no
Egipto e na China, muito depois da forma metalica (cerca de 5000 anos antes de Cristo).
As suas primeiras aplicac6es foram com propdsitos estéticos e curativos (11,12). O ouro
coloidal foi inicialmente utilizado na fabricacdo e decoracdo de ceramica, sendo o mais
famoso exemplo a Taca de Lycurgus, tendo sido fabricada no século V ou IV antes de
Cristo. Na Idade Média eram atribuidos ao ouro coloidal poderes curativos para varias
doencas, nomeadamente doencgas do coracao, disenteria, epilepsia e tumores. No século
8



XVII, autores como Francisco Antonii e Johann Kunckels, publicam, respectivamente em
1618 e 1676, livros contendo métodos de sintese de ouro coloidal e suas aplicagdes em
medicina. Ao longo do século XVIII, véarios tratados sobre a sintese de ouro coloidal séo
publicados (11), nomeadamente quanto ao seu processo de sintese e suas aplicacdes.
Em 1857, Faraday descreve a sintese de ouro coloidal a partir de uma solucdo de
cloroaurato (AuCly) utilizando um sistema de duas fases contendo fosforo em dissulfeto
de carbono. Faraday observou as propriedades O6pticas de solugdes coloidais

desidratadas e observou mudancas de cor ap0s compressao mecanica.

No século XX, varios métodos para a preparacdo de ouro coloidal foram efectuados e
revistos. Desde os anos 90 que o ouro coloidal tem sido objecto de investigacdo
intensiva, nomeadamente apds novos métodos de sintese terem sido reportados por

Schiffrin e Brust (18). Actualmente, a investigacéo centra-se nos seus efeitos quanticos.

2.2 Propriedades fisicas das AuNPs

A cor vermelha das AuNPs em meio aquoso deve-se a um pico de absor¢ao na regido do
visivel (520 nm), denominado banda plasmadnica (Surface Plasmon Band - SPB). A banda
plasmonica deve-se sobretudo a oscilagédo colectiva da nuvem de electrbes presente na
superficie das nanoparticulas, originada a partir da interaccdo com a radiagédo
electromagnética incidente (11, 19). A sua largura diminui de tamanho com a diminuigéo
do tamanho das nanoparticulas, encontrando-se ausente para AUNPs com um diametro
inferior a 2 nm e para a forma metalica do ouro (11). Para nanoparticulas com diametros
de 9, 15, 22, 48 e 99 nm, o comprimento de onda maximo para a banda plasmoénica &,
respectivamente, de 517, 520, 521, 533 e 575 nm, em meio aquoso (11). O pico e a
largura da banda sdo também influenciados pela forma da particula, pelo seu
revestimento, pela constante dieléctrica do meio e pela temperatura (11). Assim sendo,
por exemplo, um desvio no pico de absorcdo da banda plasménica aquando da
caracterizacdo de nanoparticulas apds a sua sintese pode ser indicativo da presenca de

impurezas.

Estudos de fluorescéncia tém sido conduzidos com AuNPs, nomeadamente os que
utilizam revestimentos fluorescentes como grupos pirenilo, polioctiltiofenilo e fluorenilo
(11). A capacidade de fluorescéncia depende do tamanho e da forma das AuNPs, da
distancia entre o nlcleo e o corante e a sobreposicdo entre a emissédo de radiacéao

electromagnética do corante e o0 espectro de absor¢do da nanoparticula.



2.3 Sintese

Nos altimos 40 anos, tém sido dedicados muitos esforcos no sentido de fabricar AUNPs
com dispersibilidade e tamanho controlados (20). Regra geral, AUNPs com determinado
didmetro sdo preparadas através da reducdo de sais de ouro na presenca de agentes
estabilizantes apropriados que previnem a agregacao das particulas. A sintese de AuUNPs
pode ser conseguida por diversos métodos: métodos quimicos (reducdo por citrato,
método de Brust-Schiffrin, utilizacdo de surfactantes) e por métodos fisicos (fotoquimica
por raios UV e Infra-vermelhos, radidlise e termdlise). Nesta secgdo ira dar-se
importancia aos métodos quimicos de sintese mais comummente utilizados na prética

laboratorial.

2.3.1 Reducéo por citrato

Entre os diversos métodos convencionais de sintese de AuNPs por reducéo de derivados
de ouro (Ill), o mais popular por tem sido o que utiliza a redugéo por citrato de HAuCl, em
agua, introduzido por Turkevish em 1951 (21). Este método leva a formacdo de
nanoparticulas de cerca de 20 nm em didmetro. O método tem sido aperfeicoado
sucessivamente com o objectivo de obter nanoparticulas com um diametro predefinido.
Em 1973, Frens reportou um método capaz de controlar o tamanho das nanoparticulas
alterando a razdo entre o0 agente redutor e o agente estabilizante (22). Este método
caracteriza-se por ser facil, rapido, reprodutivel, do qual se obtém NPs esféricas, com
baixa dispersao, bastantes estaveis com didmetros compreendidos entre os 10-20 nm, e

que facilmente funcionalizaveis com diversos ligandos organicos.

2.3.2 Método de Brust-Schiffrin

O método de Brust-Schiffrin foi considerado inovador devido ao facto de permitir, pela
primeira vez, a sintese de AuNPs estaveis a temperaturas elevadas, com dispersao
diminuida e diametro entre 1,5 e 2 nm (18). Estas AuNPs podem ser repetidamente
isoladas e redissolvidas na maioria dos solventes organicos sem agregacdo ou
decomposicao irreversiveis, podendo ser facilmente funcionalizadas. AuCl, é transferido
para uma molécula de tolueno utilizando brometo de tetraoctilamonio e reduzido por

NaBH, na presenca de dodecanotiol.
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Este método permite a sintese de AuNPs estabilizadas com uma grande variedade de
tidis: a ligacéo entre o grupo SH dos tidis e o Au da superficie das nanoparticulas € uma
ligacdo bastante estavel. Contudo, e tal como no método de reducéo por citrato, diversas
outras moléculas podem ser introduzidas na superficie das nanoparticulas (tais como

ligandos contendo fosfatos, aminas ou carboxilatos).

2.4. Funcionalizacéo

A funcionalizacdo de AuNPs consiste na adicdo de grupos funcionais (ligandos) a
superficie das nanoparticulas, sendo efectuada com objectivos especificos: aumentar a
estabilidade coloidal das particulas, prevenir fenbmenos de agregagdo ou determinar

maior afinidade para determinado alvo (23).

Dependendo do sistema da particula, isto é, o material do nicleo e o solvente em que as
particulas estdo dispersas, a escolha do ligando certo pode levar a formacdo de
particulas estaveis (24). Os ligandos a superficie podem ser trocados por outros de forma
a melhorar a estabilidade das nanoparticulas, podendo dota-las de novas propriedades
ou fungbes (24). Na maioria dos casos, 0o novo ligando liga-se mais fortemente a
superficie da nanoparticula. A geometria molecular dos ligandos em relagéo ao diametro
das particulas é um factor que influencia o0 modo como as moléculas se distribuem em
redor das particulas, afectando por sua vez a estabilidade coloidal das particulas. Um dos
exemplos mais significativos é precisamente o caso das AuNPs em meio aquoso,
sintetizadas por reducao de citrato (24). As nanoparticulas resultantes contém ides citrato
carregados negativamente adsorvidos a sua superficie e mantém-se estabilizadas por
repulsdes electrostaticas. A camada de citrato pode ser substituida por ligandos que se
liguem com maior afinidade, sendo os exemplos mais populares moléculas como fosfinas
sulfonadas ou acidos mercaptocarboxilicos, como o acido 11-mercaptoundecandico (11-
MUA).

Em solucdes orgéanicas, as AUNPs sdo normalmente sintetizadas pelo método de Brust-
Schiffrin. A sintese pode ocorrer na auséncia de dodecanotiol. Desta forma, a sintese e o
revestimento tornam-se acontecimentos independentes e a funcionalizacdo pode ocorrer
por outras moléculas além do dodecanotiol. Os grupos tidis sdo considerados aqueles
que tém maior afinidade para o ouro. Apesar desta ligacéo ser classificada de covalente,
o modo como se processa ainda a ligacdo destes grupos as nanoparticulas é tema de
debate (24).
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A maioria dos ligandos que estabilizam as nanoparticulas contra fendmenos de
agregacdo pode consistir simplesmente em moléculas de cadeia relativamente inertes
(cadeias hidrocarbonadas ou polietilenoglicol) ou possuirem grupos funcionais na final da
sua cadeia. Na maioria dos casos em que as nanoparticulas sédo soltveis em agua, estes
grupos funcionais sdo na sua maioria acidos carboxilicos que actuam por repulsdo entre
si e que podem ser explorados para posterior funcionalizagcdo com outras moléculas. O
mesmo se pode aplicar em nanoparticulas sintetizadas em fase organica pelo método de
Brust-Schiffrin, substituindo as moléculas de dodecanotiol por outras. Quando se procede
a funcionalizacdo de uma nanoparticula ja revestida, essa funcionalizacdo ir4 depender
ndo do nucleo inorganico mas sim do revestimento ja existente. A adicdo de um
revestimento resulta num aumento do didmetro da nanoparticula e tem de ser
preferencialmente efectuado de igual modo para todas as nanoparticulas presentes no
meio, isto é, as nanoparticulas tém de apresentar 0 mesmo nimero de grupos funcionais
na sua superficie. Isso é conseguido através do controlo estequiométrico da reaccgéo, ou

entdo através de técnicas de purificagéo.

Actualmente, um dos revestimentos mais utilizados na investigacdo é o polietilenoglicol
(PEG). Devido a sua estrutura e estabilidade quimica, é considerado um polimero inerte e
biocompativel. Estas caracteristicas tornam-no desejavel para aplicagdes na medicina,
pois melhora a farmacocinética de farmacos, aumentando a sua hidrossolubilidade e
diminuindo o risco de reac¢des imunogénicas (25). Neste trabalho, um dos revestimentos
utilizados foi 0 acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA). Este ligando tem a capacidade

de estabilizar AUNPs, evitando fendmenos de agregacéo (26).

2.4.1. Adicdo de biomoléculas: revestimento por péptidos

A bioconjugagdo de nanoparticulas consiste na extensdo do conceito de funcionalizagdo
de nanoparticulas com moléculas organicas de diferente composi¢do, tamanho e
complexidade (11). Exemplos incluem, por um lado, pequenas moléculas como lipidos,
vitaminas, péptidos, aclcares e por outro moléculas maiores como proteinas, enzimas,
DNA e RNA. A conjugacdo de nanoparticulas inorganicas com biomoléculas leva a
formacao de sistemas hibridos que permitem a interac¢do especifica de nanoparticulas
com sistemas biol6gicos e permite aproveitar as propriedades especificas de ambos os
materiais: por exemplo, a capacidade de fluorescéncia das nanoparticulas e a

capacidade de ligagéo especifica das biomoléculas.
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O revestimento de AuNPs com péptidos tem sido extensamente investigado,
nomeadamente na sua capacidade em atravessar a membrana celular e atingir o nucleo
(27). A sua preparacdo € um processo rapido e facil, permitindo a producdo de um
elevado nimero de nanopatrticulas funcionalizadas (28). Os péptidos, ao serem pequenas
moléculas em que a sequéncia de aminoacidos pode ser facilmente programada,
permitem a sua utilizagdo como ligandos que podem ser optimizados para estabilizar as
nanoparticulas ou permitir a introducdo de diversos grupos funcionais. As principais
vantagens da sua utilizacdo é poderem evitar a agregacao das AUNPs e possibilitarem o

reconhecimento celular especifico (29).
No presente trabalho usaram-se dois pentapéptidos, cuja sequéncia inicial de quatro
aminoacidos CALN (Cis-Ala-Leu-Asn) é comum, diferindo apenas no aminoacido

terminal: Asp (acido aspartico, CALND) ou Ser (serina, CALNS). As figuras seguintes

indicam a estrutura quimica dos pentapéptidos anteriormente descritos:
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Figura 2. Estruturas dos pentapéptidos CALND (A) e CALNS (B).
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O grupo tiol na cadeia lateral do N-terminal da cisteina (posicao 1) € responséavel pela
ligacdo covalente a superficie metélica. A alanina (A) e a leucina (L) nas posicdes 2 e 3
possuem cadeias laterais hidrofébicas que foram escolhidas para promover a auto-
organizacdo do péptido. A asparagina (N) na posicdo 4 é um aminoécido neutro mas
hidrofilico, gracas ao grupo amina na cadeia lateral. Por seu lado, a serina (S) e o acido
aspartico (D) apresentam carga negativa. Este facto € importante uma vez que a
presenca de cargas negativas no aminodcido terminal tende a reduzir possiveis

fendmenos de agregacao, aumentando a estabilidade das AuNPs.

2.5 Métodos de caracterizacéo

A propriedade béasica da nanoparticula, além do material que a constitui, € o seu
tamanho, isto €, o seu diametro. O método mais comum de caracterizagdo do tamanho
das nanoparticulas consiste na Microscopia Electrénica de Transmissao (T.E.M.) (30),
que € capaz de providenciar imagens com o nucleo das AuNPs. Contudo, as dimensdes
dos nulcleos das nanoparticulas podem ser determinadas por técnicas como
espectrofotometria de U.V./Vis, difrac¢do dinamica de luz (D.L.S), avaliagdo do potencial
zeta, electroforese em gel, Microscopia de Varrimento por Tunelamento (S.T.M.),
Microscopia de Forca Atomica (A.F.M.), dispersdo de raios-x de pequeno angulo
(S.A.X.S.) por difraccéo de raios-X, entre outros (31).

2.5.1. Microscopia Electrénica de Transmisséo (T.E.M.)

A microscopia electrénica de transmissao (T.E.M.) é uma técnica bem estabelecida que
permite analisar aspectos de materiais construidos a escala nanométrica, tais como a
morfologia, o tamanho e o grau de agregacao (20). Apesar de permitir obter informacéao
estrutural sobre materiais de origem biolégica, normalmente utiliza-se para obter
informacgdes sobre espécies metalicas. Devido a possivel formagéo de artefactos durante
a preparacdo de amostras, a informacéo obtida por T.E.M. é normalmente corroborada

por outros métodos (como por exemplo por espectrofotometria e potencial zeta).

O principio da T.E.M. baseia-se na emissdo de um feixe de electrbes altamente
energético que incide numa amostra de fina espessura, interage com ela e € transmitido
através da amostra com uma distribuicdo de intensidade e direc¢do controlada pelas leis
de difrac¢@o impostas pelo arranjo cristalino dos atomos na amostra. O feixe transmitido

€ enviado através de vérias lentes de ampliagdo para atingir a resolugédo pretendida e
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transformada numa imagem de T.E.M. com contraste de fase, sendo posteriormente
analisada. A partir de fotografias de T.E.M, é possivel obter histogramas de distribuicdo
do tamanho do nucleo das nanoparticulas, obtendo-se assim informacao crucial quanto a
dispersao das nanoparticulas. A microscopia electronica de transmisséo, para além de se
utilizar na caracterizagdo de nanoparticulas obtidas, pode também ser usada para avaliar
o grau de internalizacdo e a sua localizacdo bioldgica (21). Uma vez que o ouro é um

material electronodenso, é de facil visualizagdo nas imagens.

2.5.2. Espectrofotometria de UV/Vis

A espectrofotometria de UV/Vis é utilizada na caracterizagdo de nanoparticulas, no
sentido em que € recorrentemente empregue na validagcado da sintese e verificagdo da
estabilidade coloidal das dispersfes de NPs. A espectrofotometria de UV/Vis permite
determinar a concentracdo de NPs em solucdo, que € suportada pela lei de Lambert-
Beer, que relaciona matematicamente a absorvancia (A) com a concentracdo (c) de NPs
de acordo com a expressao:

A=¢g cl

Nesta equacdo, € representa o coeficiente de extingdo molar e | o percurso 6ptico da
célula utilizada. Apés a sintese das nanopatrticulas, a leitura da absorvancia é efectuada

para o intervalo de onda entre 300 e 800 nm.

2.5.3. Medidas de disperséo de luz
As medidas de dispersdo de luz englobam a medicdo de difraccdo dindmica de luz
(D.L.S.) e do potencial zeta (potencial Q).

2.5.3.1. Difracgéo dinédmica de luz (D.L.S.)

A difraccdo dindmica de luz (D.L.S.) € uma técnica de disperséo de luz adequada para a
determinacdo do didmetro de particulas com dimensdes na ordem dos nanémetros,
podendo mesmo determinar tamanhos inferiores a 1 nm. As particulas possuem
movimento aleatério, designado por movimento Browniano. Ao incidir o laser numa
amostra da dispersédo coloidal, a intensidade de luz dispersa depende do tamanho e

concentracdo das particulas. Este tipo de medicdes (dispersdo de luz estatica) permitem
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avaliar o tamanho médio, mais concretamente o raio hidrodinamico médio das particulas
numa solucao coloidal. A D.L.S. é um método que mede a intensidade de flutuagdo do
movimento Browniano das particulas e relaciona-o com o tamanho das mesmas. A
medi¢cdo da difrac¢cdo dindmica de luz permite ainda determinar distribuicbes de raios
hidrodindmicos, ou seja, avaliar a dispersdo dos tamanhos das NPs.

2.5.3.2. Potencial zeta

O potencial zeta ({) € o potencial electrostatico gerado pela acumulacdo de ides na
superficie da particula. E um método rotineiramente aplicado na determinacdo da carga
de superficie das nanoparticulas. O potencial { mede o potencial na interface “dupla
camada eléctrica”, que esta relacionada com a carga da superficie metalica da NP, mas
também com a carga da esfera de hidratagdo (agente de revestimento e liquido
adjacente). No entanto, o valor obtido em cada medicdo poderd variar consoante
inUmeros factores, dos quais se destacam, a natureza e quantidade do agente de
revestimento, temperatura, pH, forca i6nica. O potencial zeta € uma medida de
estabilidade coloidal para NPs com agentes de revestimento idnicos, dado que quanto
maior for o valor absoluto do potencial ¢, maiores as repulsdes electrostaticas entre as

particulas, e portanto maior a sua resisténcia a agregacao.

3. Aplicacédo de AuNPs em medicina

A utilizacdo das AuNPs converge sobretudo para trés areas da medicina: terapia,

diagnéstico e imagiologia.

3.1. Terapia

A intervencdo das AuNPs na terapéutica de patologias pode incidir no transporte de

farmacos, na fototerapia e na terapia génica.
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Figura 3: Aplicagbes das AuNPs em terapéutica. Adaptado de (20).

3.1.1 AuNPs como sistemas de libertacdo controlada

Um sistema de libertacdo controlada de farmacos, genes ou agentes de imagiologia €
considerado ideal quando consegue efectuar a entrega de moléculas de uma forma
eficaz, sendo estavel na corrente sanguinea mas com a capacidade de libertar o seu
conteudo quando o orgao-alvo é atingido. As AuNPs tém sido consideradas como
excelentes candidatas a veiculos devido ao nucleo ser relativamente inerte e ndo-téxico,

a sua facilidade de sintese e versatilidade devido a capacidade de funcionalizacédo (31).

As vantagens ao utilizar AUNPs no transporte de farmacos, relativamente a forma livre do
mesmo, consistem em melhorar a solubilidade, a estabilidade in vivo e a sua
biodistribuigcdo. Além disso, as AuNPs seriam capazes de actuar como reservatorios de
farmacos, de forma a garantir a sua libertagdo controlada (20). AplicacGes especificas no
transporte de farmacos podem classificar-se em transporte especifico de farmacos, em
gue as AuNPs sdo conjugadas com um ligando que reconhece um receptor especifico, e

na terapia mediada por genes (31).

Mecanismos de libertacdo de moléculas adsorvidas a superficie das nanoparticulas estdo
a ser investigados, nomeadamente mecanismos de libertagdo activados por estimulos
internos, como a glutationa ou pela alteracdo de pH, ou estimulos externos, como a
incidéncia de radiacdo electromagnética (32,33). Os principios subjacentes a estes
mecanismos de libertacdo seriam de que os estimulos internos adviriam de necessidades
fisioldgicas enquanto estimulos externos possibilitariam o controlo temporal da libertacdo.
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A utilizacdo de glutationa como mediador da libertacdo de pequenas moléculas,
nomeadamente de modelos de farmacos hidrofébicos, foi ja reportada (20).

As AuNPs séo capazes de transportar biomoléculas como péptidos, proteinas e acidos

nucleicos como o DNA e RNA.

A utilizacdo de AuNPs seria inovadora para a terapia génica. A terapia génica é
considerada uma estratégia ideal no que diz respeito ao tratamento de doencas genéticas
hereditarias e adquiridas. As nanoparticulas podem contornar problemas inerentes ao
uso de outros agentes de transfeccdo que acarretam riscos de citotoxicidade e de
resposta imunoldgica, ou outros sistemas ndo virais de eficacia reduzida (20). Os
conjugados AuNPs-acidos nucleicos podem apresentar ligagbes covalentes ou néo-
covalentes. O estudo de conjugados AuNPs-acidos nucleicos, estabilizados por ligacbes
ndo-covalentes, mostraram que AuNPs funcionalizados com grupos de amonia
quaternaria conseguem ligar-se ao DNA através de ligacOes electrostaticas, proteger o
DNA de digestdo enzimética e ser capaz de se libertarem facilmente na presenca de
glutationa (34). Por exemplo, foi avaliada com sucesso a transfec¢cdo do gene que
codifica para a [-galactosidase em células de mamiferos 293T. A utilizacdo de
conjugados AuNPs-acidos nucleicos estabilizados por ligacdes covalentes foi descrita no

silenciamento genético (20).

As AuNPs podem também servir como transportadores de péptidos ou proteinas de
interesse. Estudos mostraram que nanoparticulas revestidas de amonio (carga positiva)
conseguem ligar-se a proteinas anionicas (como a B-galactosidase) e inibir a sua
actividade (15). A actividade é recuperada por adicdo de glutationa, que se liga a
superficie da AuNP, quebrando a ligacdo electrostatica entre a nanoparticula e a
proteina. A proteina transferrina também foi objecto de conjugagdo com AuNPs, tendo
sido observada a sua internalizacdo em células tumorais de cancro da mama Hs578T
(35) Num estudo in vivo, AUNPs com um didmetro de 26 nm foram conjugadas com TNF
(factor necrosante tumoral), tendo sido injectadas em ratinhos portadores de tumores. A
sua acumulacao no tumor levou a diminuicdo da massa deste, de uma forma mais eficaz

gue o TNF isoladamente (36).
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3.1.2 Terapia fototérmica

O efeito fototérmico das AuNPs tem sido investigado na terapia contra o cancro (31).
Actualmente, os tratamentos convencionais implicam a remocdo cirargica de tumores
(com a limitacdo da aplicacdo a tumores de grande tamanho, acessiveis do ponto de
vista cirurgico), quimioterapia (com elevados efeitos secundarios danosos), e radioterapia
(cujas radiagcbes aplicadas também atingem as células normais). A terapia fototérmica,
que consiste na elevagdo local de temperatura através da aplicacdo de radiactes
promovendo a destruicdo de tumores, tenta evitar as limitagbes anteriores. A terapia
fototérmica requer a utilizagcdo de compostos organicos ou inorganicos que absorvam a
radiacdo no local de aplicacdo, mas muitas vezes esses compostos requerem elevadas

guantidades de radiacéo e ndo séo desprovidos de citotoxicidade.

As vantagens na utilizacdo de AuNPs na terapia fototérmica contra o cancro consistem
na utilizacdo de radiacdo com uma energia minima e considerada desprovida de
toxicidade (20). O efeito plasmédnico de ressonancia das AuNPs consegue converter a luz
absorvida em calor. Além disso, 0 pequeno tamanho com que se conseguem sintetizar as
AuNPs (entre 10 e 30 nm) permite um acesso mais facil ao tumor. A possibilidade de
agregacdo das nanoparticulas permite uma forma mais eficaz de provocar a morte de
células tumorais. Na pesquisa de novos agentes que possam ser utilizados na terapia
fototérmica, tém sido empregues AuNPs de diferentes formas (cilindricas, nanocages,
nanoshells). Estas AuNPs tém a capacidade de absorver luz que vai do espectro de
UV/Vis a regido do infravermelho préximo (NIR), sendo contudo a regido de NIR crucial
na penetracdo da luz no interior de tecidos vivos. A penetracdo pode atingir alguns
centimetros quando se aplicam comprimentos de onda entre 650 e 900 nm, o local ideal

de absorc¢éo pela banda plasmonica das AuNPs.

3.1.3 Terapia por radiofrequéncia

A radiofrequéncia tem sido aplicada ha quase um século com objectivos terapéuticos,
sobretudo na luta contra o cancro hepatico (31). Contudo, a sua utilizacdo tem diversas
limitacdes: é um procedimento invasivo, que se aplica a tumores com um tamanho
definido, sendo comum a presenca de lesdes nos tecidos adjacentes e uma alta taxa de
reincidéncia da patologia. Radioisétopos de ouro coloidal (***Au) sdo actualmente
utilizados na tentativa de ultrapassar estas limitacdes (37). Os radiois6topos de ouro
emitem radiagcdes B de baixo poder de penetracido, sendo injectados directamente no
tumor de forma a causar a morte das células cancerigenas sem afectar os tecidos
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vizinhos saudéaveis. A sua aplicagdo estende-se a varios tipos de cancro, como o do
ovério, da préstata e nasofaringeo (37,38).

3.1.4 Terapia contra a angiogénese

A angiogénese consiste na formacdo de novos vasos sanguineos a partir de outros ja
existentes e tem um papel crucial no crescimento e difusdo do cancro. A angiogénese
pode ser um processo normal fisioldgico ou patoldgico, em que ha um elevado nimero de
vasos sanguineos permeaveis a proteinas plasmaticas. A angiogénese € um processo
complexo regulado por factores pré- e anti-angiogénicos. As células tumorais tém a
capacidade de desregular esse equilibrio no sentido de promover a angiogénese. Os
Novos vasos sanguineos permitem o0 acesso de oxigénio e nutrientes as células
cancerigenas, permitindo o seu crescimento e difusdo pelo organismo. Uma proteina
denominada VEGF (factor de crescimento endotelial) € um factor pré-angiogénico
responsavel pela regulacdo da permeabilidade de vasos sanguineos tumorais e é
secretada pelas células tumorais, sendo necessaria para a sua sobrevivéncia. A isoforma
VEGF165 (constituida por 165 aminoacidos) € a predominante, apresentando um
dominio de ligagdo & heparina. E precisamente nesse dominio que se ligam as AuNPs,
inibindo a sua ligagdo ao receptor presente nas células endoteliais e diminuindo deste
modo a angiogénese. Esta aplicacao foi estudada em diversos tipos de cancro (cancro do
ovério e do mieloma multiplo) onde se observou um menor crescimento do tecido tumoral
(37 - 39).

3.1.5. AuNPs na terapéutica da artrite reumatdide

O uso de AuNPs no tratamento paliativo da artrite reumatéide remonta a década de 20 do
século passado (11). A angiogénese tem um papel fulcral na formacdo e manutencao da
artrite reumatoide. Estudos realizados com nanoparticulas de 13 nm de diametro,
revestidas com citrato demonstraram uma inibicdo da proliferacdo e migracdo de TNF e
uma reducao consideravel da inflamacao, apés injeccao intra-dérmica durante 7 a 10 dias
(40).
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3.1.6 Terapia Antibacteriana

Sob o efeito de radiacdo incidente, as AuNPs tém capacidade de destruicdo térmica de
patogénios, sendo AuNPs de 10, 20 e 40 nm revestidas com anticorpos anti-proteina A

capazes de eliminar de um modo selectivo bactérias Staphylococcus aureus (41).

3.2. Métodos de diaghdstico

As AuNPs tém sido utilizadas in vivo como marcadores radioactivos desde os anos 50 do
século XX e AuNPs conjugadas com anticorpos tém sido utilizadas desde os anos 80
para marcacao biolégica em microscopia electronica (42). A aplicacdo inicial das
nanoparticulas neste campo foi na deteccao de sequéncias especificas de interesse em
DNA. A utilizacdo de AuNPs em métodos de diagnéstico € vantajosa em relacdo aos
métodos tradicionais, uma vez que a sua toxicidade é nula ou muito reduzida, funcionam
como melhores agentes de contraste que determinados agentes organicos (que sofrem
uma rapida fotodegradacdo) e a presenca de propriedades espectroscopicas como a
banda plasmoénica permite ensaios colorimétricos (42). A utilizacdo de AuNPs em
métodos de diagndstico pode seguir trés vertentes: (i) ensaios colorimétricos, em que a
mudanga de cor ocorre ap0s agregacdo das AuNPs funcionalizadas com DNA com
amostras biologicas, (i) nanosondas, apos funcionalizacdo das AuNPs com sequéncias
especificas, como hidratos de carbono ou anticorpos e (iii) ampliacdo do sinal de métodos
electroquimicos (31,42). Em imunoensaios, a utilizacdo de AuNPs promove uma maior
amplificacdo do sinal aumentando a sensibilidade da técnica. Por exemplo, a deteccdo da

hormona gonadotrépica coriénica pode ser detectada até niveis de 1 pg mL™.

As AuNPs podem ser utilizadas na detecg&o, por imunoensaio, de diversas patologias

como o cancro, Alzheimer (43), HIV (44) ou tuberculose (45).

O uso de AuNPs em técnicas de imagiologia é sobretudo devido ao efeito de ressonancia
plasmonica. AUNPs podem ser observadas por diferentes métodos como microscopia de
contraste de fase, microscopia de fluorescéncia ou o por difrac¢do de raios-X. Métodos
mais tradicionais envolvem a ligacdo de conjugados anticorpos-AuNPs a antigénios

presentes na superficie de células (31).

21



4. Citotoxicidade de AuNPs

Apesar das vantagens que aparentam apresentar as nanoparticulas de ouro, numerosas
gquestdes tém sido elaboradas antes da sua implementacdo no campo da medicina. A
compreensdo dos seus potenciais riscos para a saude humana é pouco clara, e
informacBes como se processa a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecédo séo

ainda escassas (46). A essas questdes podera responder a nanotoxicologia (12).

A nanotoxicologia € um ramo emergente da nanotecnologia. A nanotoxicologia refere-se
ao estudo das interac¢cBes das nanoparticulas com sistemas bioldgicos e a elucidacéo da
relac@o entre as propriedades fisico-quimicas (como o tamanho, a forma, o revestimento,
a composicdo e a agregacao) de nanoparticulas e a sua toxicidade (47). Existe a nogéo
de que as nanoparticulas podem penetrar em tecidos, células e organelos, precisamente
devido ao seu tamanho reduzido. Essa penetracdo ndo é indiscriminada uma vez que
depende das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas bem como da identidade
de moléculas funcionais presentes na sua superficie (12). Torna-se urgente compreender
0S mecanismos que ditam o comportamento e o0 destino (biodistribuicdo) das
nanoparticulas ap6s introdu¢@o no organismo humano, ndo sé para desenvolver sistemas
adequados de nanoparticulas para veiculo de farmacos como para prevenir potenciais
efeitos téxicos. De um modo geral, nanoparticulas podem ser absorvidas pelo organismo
por inalacdo, ingestao ou penetracdo dérmica (48). AuUNPs tém a capacidade de penetrar
na pele, sendo maior a penetracado quanto menor for o seu tamanho (49). Apés absorcéo,
as nanoparticulas podem ser directamente excretadas ou entdo distribuirem-se por
outros compartimentos, serem metabolizadas (ou armazenadas) e excretadas. Diversos
estudos in vivo tém concluido que o tamanho das AuNPs condiciona a sua distribui¢&o:
nanoparticulas maiores acumulam-se sobretudo no figado, seguidamente do pulméao,
baco e rim, enquanto que nanoparticulas mais pequenas conseguem disseminar-se

através da barreira hemato-encefélica (50,51).

Muitos estudos tém sugerido que as AuNPs sdo biocompativeis e que podem ser
utilizadas com seguranca (52). Apesar de esta deducdo resultar de uma associacao
directa entre o observado para o metal, na realidade as AuUNPs poderdo comportar-se de
uma forma diferente. Ao possuirem propriedades distintas (como a elevada area de
superficie em relacdo ao volume), as AuNPs podem despoletar mecanismos Unicos de
toxicidade. Véarios mecanismos de toxicidade de nanoparticulas metélicas tém sido

associados a sua instabilidade quimica, nomeadamente através da libertacdo de metais
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em solucao, das suas propriedades cataliticas e da capacidade de oxidag&o-redugéo da
superficie, que pode ter a capacidade de gerar espécies reactivas de oxigénio (ROS) e
induzir stresse oxidativo (52). A modificacdo de nanoparticulas metalicas dependera de
factores como a sua concentragcdo no meio, do pH, da forca i6nica e das condi¢des redox

do meio.

Os nanomateriais podem interagir com a superficie ou com o interior das células. A
formacdo de ROS na superficie da célula afecta a estabilidade da membrana e
consequentemente a viabilidade celular (6,53,54). Intracelularmente os nanomateriais
podem interagir com componentes celulares (provocando, por exemplo, a oxidacdo de
lipidos, proteinas e DNA), alterando ou interrompendo fung¢des celulares, ou ainda
originar ROS (55). Interac¢des de nanoparticulas com mitocéndrias séo consideradas as
principais fontes de citotoxicidade, podendo induzir fenémenos apoptdpicos, necroticos e

mutagénicos.

A internalizacdo de AuNPs pode ser efectuada por diversos mecanismos endociticos:
fagocitose, macropinocitose, endocitose mediada por clatrina ou endocitose ndo mediada
por clatrina (56). O processo mais eficiente parece ser aquele que recorre a mediacdo por
receptores. Um dos possiveis mecanismos de internaliza¢éo por endocitose mediada por
receptores € o reconhecimento celular de proteinas. Foi provado que a carga de
superficial dos nanomateriais muda rapidamente no meio biolégico, devido a adsorcéo de
proteinas plasmaticas, aproximando-se a sua carga ao valor de carga do meio
envolvente, nomeadamente aos das proteinas presentes em maiores quantidades no
plasma: a albumina e o fibrinogénio. Ambas tém a capacidade de se ligar a particulas
tanto com carga positiva como com carga negativa devido a presenca de dominios na
sua estrutura com diferentes densidades de carga. Contudo, a conformagéo favoravel do
fibrinogénio e o seu menor valor de carga em relacdo a albumina parecem torna-lo

preferencial para a adsorcéo a superficie de nanoparticulas (57).

Se a AuNP entrar na célula, a toxicidade pode manifestar-se com formacdo de ROS,
dissolucéo de particulas ou mesmo lesdes mecéanicas dos organelos celulares (como os
lisossomas, o reticulo endoplasmatico ou o nucleo). A formacéo de ROS resultar na leséao
da mitocéndria por parte das nanoparticulas. Quando o esta formacgdo excede as defesas
antioxidantes da célula, observam-se respostas inflamatérias e citotoxicas como
peroxidacgdo lipidica (dano na membrana celular), desnaturacéo proteica e dano no DNA
(figura 4). A interac¢cdo da nanoparticula com a célula ira depender ndo s6 do seu

revestimento mas também do seu tamanho. Particulas maiores podem potencialmente
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causar mais danos a nivel da membrana enquanto particulas de menor tamanho poderao

atravessar a membrana mais facilmente e causar danos internos (55).
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Figura 4: Possiveis mecanismos mediados por espécies reactivas de oxigénio associadas com a toxicidade
de nanoparticulas. Quando a formagdo de espécies reactivas de oxigénio ultrapassa as defesas

antioxidantes, observam-se respostas inflamatérias e citotdxicas. Retirado de (6).

4.1 Estudos de citotoxicidade

O conhecimento acerca da citotoxicidade de AuNPs é crescente, embora estudos sobre o
seu modo de internalizacdo nas células e a relacdo com a forma e o tamanho, sejam
ainda escassos. A comparacao dos estudos disponiveis é dificultada devido as diferentes

condicBes experimentais e linhas celulares utilizadas.

Um dos primeiros estudos efectuados sobre a citotoxicidade de nanoparticulas de ouro
esféricas pertence a Tkachenko e colaboradores (58). Nesse estudo, é realcada a
necessidade de criar estratégias de internalizacao intra-nuclear de modo a, futuramente,

possibilitar o diagnéstico fenotipico de doencas, a identificacdo de potenciais farmacos
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que actuem a nivel intra-nuclear e o desenvolvimento de novas terapéuticas baseadas na
entrega de materiais no nucleo de células vivas. A estratégia de internalizagdo nuclear
abordada baseou-se na funcionalizagdo de AuNPs (20 nm) com diferentes péptidos
derivados de virus SV40. Os resultados demonstraram que em células HepG2, as AuNPs
eram internalizadas por endocitose.mediada por receptor e que a sua localizagdo
subcelular (nuclear ou citoplasmatica) era dependente da informag¢do contida na
sequéncia peptidica virica utilizada na funcionalizagdo. A viabilidade celular ndo era

afectada apds 12 horas de exposicéo a estas AUNPs.

Outro estudo do mesmo grupo demonstrou que a localizagdo subcelular de AuNPs
funcionalizadas com diferentes sequéncias peptidicas de SV40 e HIV-1 era também
influenciada pela linha celular utilizada (HeLa, 3T3/NIH e HepG2). As diferencas
observadas no perfil de distribuicdo intracelular das nanoparticulas nas diferentes linhas
celulares reflectiam-se na citotoxicidade (59).

Em 2003, Thomas e colaboradores investigaram a aplicagdo de conjugados de
polietilenimina (PEI) com AuNPs (de 4 nm de diametro) como vectores de transfecgéo de
DNA plasmidico na linha celular COS-7 (60). A citotoxicidade de AuNPs apenas
revestidas com PEI foi inferior comparativamente a de AuNPs revestidas com PEI e acido
undecandico. Imagens obtidas por T.E.M. mostraram a presenca de AuNPs no exterior
das células, associadas a membrana plasmaética, no interior do citoplasma e no interior do

nucleo.

Em 2004, Goodman avaliou a citotoxicidade de duas AuNPs de 2 nm diametro de carga
oposta (61). O efeito destas nanoparticulas na viabilidade foi estudado em células Cos-1,
glébulos vermelhos e culturas bacterianas (Escherichia coli). Os resultados obtidos
indicaram, para todas as células utilizadas, as nanoparticulas de origem catidnica
exerciam efeitos moderadamente téxicos em relacdo as nanoparticulas anibnicas.
Goodman e colaboradores consideraram que o0 mecanismo de toxicidade pareceu ser
semelhante para as 3 linhas celulares, sendo as nanoparticulas internalizadas
passivamente e ndo por endocitose mediada por receptores. A toxicidade resultante das

AUNPs catidnicas seria atribuida a sua adesdo a membrana celular, causando uma

variedade de interac¢bes que comprometeriam a sua viabilidade.

Em 2005, Shukla e colaboradores investigaram os efeitos citotéxicos e imunogénicos das
AuNPs em células de linhas macrofagica RAW264.7 (62). As AuNPs utilizadas possuiam
um didmetro de aproximadamente 35 nm, sendo revestidas com lisina e poli-L-lisina. A

viabilidade celular ndo sofreu alteracfes até ao tempo méaximo da experiéncia (72 horas),
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excepto em que a incubacgdo das células com AuNPs na sua concentragdo méaxima (100
UM) reduziu a viabilidade para 85%. Contudo este facto foi atribuido pelos investigadores
ao stresse sofrido pelas células devido a depleccao de nutrientes do meio, ndo sendo
este substituido ao longo do ensaio. Foi entdo considerado que estas AuNPs n&o
apresentavam citotoxicidade para os macrofagos da linha RAW?264.7. A producdo de
espécies reactivas de azoto (RNS) e de oxigénio (ROS) manteve-se constante. Estes
resultados sugerem que, para além da auséncia de citotoxicidade, as AuNPs n&o
parecem desencadear uma resposta imunoldgica inicial. A entrada de AuNPs nestas
células pareceu dar-se por um processo endocitico dependente de energia, observando-

se a internalizagédo de nanoparticulas a 37°C mas néo a 4°C.

Em 2005, Connor e colaboradores avaliaram a internalizagéo e citotoxicidade de AuNPs
em células leucémicas humanas (linha celular K562) (63). As nanopatrticulas utilizadas
possuiam um diametro de 4, 12 e 18 nm, com uma variedade de revestimentos: cisteina
e citrato para as nanoparticulas de 4 nm, glucose para as nanoparticulas de 12 nm e
citrato, biotina e CTAB para as nanoparticulas de 18 nm. Nanoparticulas revestidas com
cisteina, citrato e glucose ndo aparentaram ser toxicas para concentragfes até 250 pM.
AuUNPs de 18 nm revestidas com CTAB revelaram toxicidade, ocorrendo morte celular
guase total para a concentragdo de 0.1 puM. Estes valores foram muito semelhantes para
CTAB livre (ndo ligado as nanoparticulas), sendo investigado se a citotoxicidade
observada se devia ao CTAB livre ou ao conjugado nanoparticulas-CTAB. Procedendo-
se a lavagem de CTAB da superficie das nanoparticulas, observou-se que estas nao
causavam citotoxicidade nas mesmas condicbes que o0 ensaio tinha ocorrido

previamente.

Em 2006, Pernodet e colaboradores estudaram o efeito de AuNPs (13 nm) revestidas
com citrato em fibroblastos de origem dérmica (64). A intencdo deste estudo foi observar
as alteragBes morfologicas subtis provocadas pelas AuNPs. Segundo estes autores, a
proliferacdo celular, a morfologia estrutural, o crescimento e sintese de proteinas (como a
actina) podem ser afectados pela presenca de nanoparticulas, mesmo na auséncia de
citotoxicidade aparente. Com o aumento da concentracdo de AuNPs, o crescimento
celular e a proliferagdo foram diminuindo. A adicdo de nanoparticulas resultou na em
modificagdes da estrutura de actina, nomeadamente na diminuigdo do seu didametro e da
sua densidade. Estas AuNPs foram encontradas no interior dos lissosomas apds uma
hora de incubacado, desprovidas do seu revestimento de citrato, sendo sugerido que a

carga das nanopatrticulas é irrelevante apoés internalizacédo celular.
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Em 2006, Patra e colaboradores avaliaram o efeito de AuNPs revestidas de citrato (33
nm) nas linhas celulares A549 (carcinoma pulmonar hepatico), BHK21 (rim de hamster) e
HepG2 (carcinoma hepatico humano) (65). A linha celular A549 mostrou-se mais
susceptivel que as outras, observando-se alteracdes na sua morfologia em curtos
periodos de tempo (48 horas), indicando stresse sofrido pelas células. A reducédo da
viabilidade foi proporcionalmente crescente com o aumento da concentracdo das AuNPs
incubadas. A morte celular ocorreu por mecanismos apoptoticos (via das caspases). As
células BHK21 e HepG2 nao sofreram alteracbes na sua viabilidade. Os autores
concluiram que a citotoxicidade ndo se manifesta de uma forma igual para todas as

linhas celulares.

Em 2007, Pan e colaboradores avaliaram o impacto do tamanho das AuNPs na sua
citotoxicidade nas linhas celulares HelLa (células epiteliais do carcinoma do cérvix), SK-
Mel-28 (melanoma), L929 (fibroblastos de ratinho), e células J774Al (células
macrofagicas/monociticas de ratinho). (66). As nanoparticulas apresentavam uma
diversidade de tamanhos (entre 0,8, e 15 nm de didmetro), sendo revestidas com
trifenilfosfina mono-fosfato (TPPMS). Além deste revestimento, AUNPs com 1.4 nm foram
funcionalizadas com trifenilfosfina tri-fosfato (TPPTS). AuNPs com diferentes
revestimentos mas do mesmo tamanho (1,4 nm) provaram ser as mais toxicas,
provocando uma rapida diminuicdo do crescimento celular em menores concentragdes.
Apesar das linhas celulares serem de origem bastante diferente, a inibicdo do
crescimento causada pelas nanoparticulas foi praticamente idéntica em todas elas, nao

se observando nenhuma variagao significativa.

Em 2009, Uboldi e colaboradores investigaram a citotoxicidade induzida por AuNPs, de
diferentes tamanhos (9,5; 11 e 25 nm) e revestimentos (presenca ou auséncia de
residuos de citrato de sddio a superficie) em células A549 e NCIH441 (células alveolares
de tipo Il) (67). Para a linha celular A549, AuNPs de 9,5 sem revestimento enquanto que
as nanoparticulas de 11 e 25 nm, revestidas com citrato, exerciam uma moderada
reducdo da viabilidade. Na linha celular NCIH441 ndo se observou alteragbes a
citotoxicidade. Tendo em conta estes resultados, os investigadores concluiram que a
presenca de citrato diminui a viabilidade na linha A549 e que, comparativamente, a linha
NCIH441 é ligeiramente mais resistente aos efeitos citotoxicos das nanoparticulas de
ouro. Os efeitos mais pronunciados observaram-se na presenca de revestimento,

parecendo o efeito do tamanho na citotoxicidade ser secundario.
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Em 2010, Butterworth e colaboradores efectuaram a avaliacdo da citotoxicidade de
AuNPs de 1.9 nm de didametro em diversas linhas celulares (68): DU-145 e PC-3 (células
prostaticas de cancro humano), MDA-231 e MCF-7 (células de cancro da mama
humano), L-132 (células epiteliais alveolares humanas), T98G (células de gliobastoma
humano), astrocitos obtidos a partir de cultura primaria e AGO-1522B (células primarias
de fibroblastos humanos). A resposta foi bastante variavel: a percentagem de
sobrevivéncia nas linhas PC3, AGO 1552 e T98G foi reduzida até praticamente metade,
relativamente ao controlo. A adicdo de AuNPs em células MDA-231-MB nédo pareceu
alterar a sua proliferacao relativamente ao controlo, enquanto que a proliferacdo na linha
DU-145 apresentou os niveis mais baixos do estudo. Embora nas restantes linhas
celulares ndo se observasse uma alteragdo significativa nos niveis de ROS, na linha
celular DU-145 houve um incremento na sua producgéo, sendo sugerido pelos autores de

gue a morte celular observada foi mediada pelo incremento destas espécies oxidantes.

4.2 Consideragdes sobre o tamanho, a forma e o revestimento de AuNPs na

citotoxicidade

A importancia do tamanho, da forma e do revestimento na citotoxicidade de AuNPs
parece conflituosa e contraditéria (67). Ainda néo é possivel clarificar sobre o predominio
do tamanho ou do revestimento na citotoxicidade induzida por AUNPs. Um estudo de Pan
e colaboradores mostrou que o tamanho das nanoparticulas de ouro esféricas tem um
papel determinante na citotoxicidade de células HelLa, em detrimento do revestimento
(66). Por seu lado, Uboldi e colaboradores atribuem a citotoxicidade de AuNPs revestidas
com citrato em células A549 e NCIH441, ao revestimento mais que ao tamanho (67).
Connor e colaboradores mostraram a auséncia de citotoxicidade de AuNPs com diversos
revestimentos em células K562 (63). Apesar destas discrepancias, ha que recordar que
foram utilizados diferentes modelos celulares, diferentes concentragcbes de
nanoparticulas e diferentes condi¢cdes de cultura. Nado é possivel portanto estabelecer

uma generalizacdo quanto a esta questéo.

Procedendo a andlise de cada propriedade separadamente, e dentro de cada linha
celular, os resultados sdo muito interessantes. O tamanho de uma nanoparticula é um
factor que sem duvida influencia a citotoxicidade. Quanto menor o seu tamanho, mais
facilmente ela se podera distribuir pelo organismo e mais probabilidades terd de ser
internalizada na célula, podendo potencialmente ai provocar efeitos nefastos. A

observacdo por T.E.M. de células mostrou que, quanto mais as nanoparticulas se
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encontram perto da regido perinuclear, maiores efeitos toxicos sdo observados. Este
facto prende-se com o pressuposto das nanoparticulas, apés atravessarem o ndcleo, se
ligarem ao DNA e causarem dano na maquinaria genética. Contudo, parece existir um
valor limite em que essa internalizagdo € maior. Isto significa que, se o diametro for
demasiado reduzido, ou demasiado elevado a nanoparticula pode ndo entrar na célula.
Para nanoparticulas esféricas, modelos matematicos previram que a internalizacdo de
nanoparticulas € maximo para um valor em redor de 25 nm de didmetro (69), no entanto
Chitrani e colaboradores concluiram que o valor € de 50 nm para células HelLa (70).
Ainda que o didmetro 6ptimo de internalizacdo ndo esteja estabelecido, o tamanho
parece ditar a forma como a nanoparticula interage com a célula, nomeadamente através
da ligacdo a um receptor. Seleccionar nanoparticulas com um diametro oOptimo de
internalizacdo é um dos interesses da investigagdo actual, visto permitir terapéuticas

optimizadas (69).

O tipo de revestimento também é um factor importante na citotoxicidade de
nanoparticulas: por exemplo, o revestimento brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) é
toxico para as células (63). A tendéncia sera para escolher uma molécula de
revestimento que nao apresente citotoxicidade. Ainda que se considerem nanoparticulas
com carga negativa mais citotbxicas que as nanoparticulas com carga positiva
(supostamente devido ao efeito de repulsdo existente entre as mesmas cargas da
particula e da célula), tal visdo pode considerar-se redutora uma vez que moléculas
presentes no meio in vivo (como o fibrinogénio e a albumina) podem alterar a sua carga.
A forma é outro dos parametros a ter em conta na citotoxicidade das nanoparticulas.
Infelizmente, existem poucos estudos que comparem nanoparticulas de ouro de
diferentes formas directamente entre si. Chitrani e colaboradores estudaram a diferenca
na internalizacdo de AuNPs esféricas, com didmetros de 14, 30, 50, 74 e 100 nm, e
AuNPs cilindricas (40 x 14 nm e 74 x14 nm) em células HelLa (71). Os resultados
mostraram que a internalizacdo das nanoparticulas depende da forma, sendo menor para
nanoparticulas de ouro cilindricas que para as nanoparticulas de ouro esféricas. Os
motivos por detras desta diferenca parecem prender-se com a reducdo do numero de
receptores disponiveis para ligacdo para as nanoparticulas cilindricas e com a menor
guantidade de proteinas adsorvidas que faciltem a endocitose. Alkilany comparou
nanoparticulas de ouro de forma esférica e cilindrica, com 0 mesmo tipo de revestimento
e concluiu que a citotoxicidade das nanoparticulas de ouro cilindricas € maior em células
HT-29 (72). Se ha menor internalizacdo, deveria haver menor toxicidade. Mais estudos

sdo certamente necessarios para resolver esta ambiguidade.
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5. As células Caco-2 como modelo para o estudo do epitélio intestinal humano
5.1 Caracteristicas gerais das células Caco-2

A linha celular Caco-2, derivada de um adeno-carcinoma de colon humano, um dos
modelos celulares mais comummente utilizados e melhor caracterizado para efectuar os
estudos de absorcdo de farmacos (73). O seu uso foi aprovado e recomendado por
autoridades reguladoras como a FDA (74). O estudo da absorcédo de farmacos origina
resultados de transporte semelhantes aos observados in vivo (75, 76). As células Caco-2
sdo uteis na identificacdo de candidatos a farmacos com potenciais problemas de
absorcéo e na sua seleccdo com base nas suas caracteristicas de absorcéo (77). Varias
proteinas transportadoras bem como enzimas metabdlicas sdo expressas nas células
Caco-2 (71). Cultivadas em monocamadas num suporte de policarbonato, as células
Caco-2 exibem uma diferenciacdo funcional e estrutural espontanea, apresentando

polarizacdo, que sdo caracteristicas das células epiteliais do intestino delgado (72).

Apbs 21 dias de cultura, os sistemas de cultura celular Caco-2 atingem o maximo de
diferenciacdo, sobretudo ao nivel da expresséo de transportadores. Ao longo desses 21
dias, as caracteristicas morfolégicas das células Caco-2 vao-se alterando até as células
atingirem a maturidade. No 4° dia, observam-se juncdes apertadas entre células
adjacentes, mesmo na auséncia de confluéncia (76). As células apresentam grandes
quantidades de RER, mitocondrias e auséncia de glicogénio. A sua forma é escamosa,
com poucas e imaturas microvilosidades na regido apical. No 7° dia, as células atingem a
confluéncia, passando a sua forma de escamosa a cuboidal, com observacao de juncdes
intercelulares (desmossomas). No 14° dia, altera-se a sua forma de cuboidal a colunar,
estando o nucleo localizado no bordo basolateral. No 21° dia as células permanecem
polares, com um pequeno numero de extensdes citoplasmaticas estendendo-se para a

camara receptora, aumentando esse nimero até ao 28° dia de cultura.

Como medidas de avaliacdo da integridade e permeabilidade da monocamada celular
podem ser determinadas a resisténcia eléctrica transepitelial (TEER) e o transporte
paracelular de manitol (71, 76). A medicdo da TEER é efectuada utilizando um voltimetro
com eléctrodos colocados na camara superior e inferior do sistema. A TEER da
monocamada aumenta com o tempo de cultura. Os valores de TEER dependem da area
de superficie das membranas, da densidade celular, do tipo de filtro e do numero de
passagens, apresentando intervalos de valores entre 150 a 700 ohms-cm?. Os valores de
TEER do intestino delgado sao bastante inferiores aos da monocamada de células Caco-

2, estando os valores situados entre 40 a 50 ohms-cm?>.
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5.2. Estudos de transporte

Nos epitélios, as moléculas podem ser transportadas de dois modos diferentes: através
as juncbes apertadas entre as células (via paracelular) ou atravessando a membrana

luminal, o citoplasma da célula e a membrana basolateral (figura 5):

-_—

et v

-

Figura 5: Representagdo esquemética do epitélio intestinal, evidenciando as diferentes vias de transporte: 1,
a via transcelular; 2, a via paracelular; 3, a via transcelular mediada por transportadores; 4, a via transcelular
mediada por transcitose. Retirado de (78)

Os estudos de transporte sdo normalmente efectuados apés 21 dias de cultura, quando a
expressao de transportadores atingem a sua expressdao maxima (77). Os ensaios de
transporte sdo efectuados em sistemas de cultura de células polarizadas, em que as
células Caco-2 sao cultivadas em monocamada, existindo uma camara superior (apical) e
uma camara inferior (basal), onde se adiciona meio de cultura até a realizacdo do ensaio
(figura 5). Nesses sistemas, as células em monocamada encontram-se numa membrana
porosa, sendo o didmetro dos poros variavel. Os estudos de transporte de substancias

podem ser efectuados no sentido apical-basal ou no sentido basal-apical.
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Figura 6: Representagdo esquematica de um sistema de cultura polarizada.

5.3. Ensaios de toxicidade e captacao de nanoparticulas em células Caco-2

Ainda que raros na literatura, comegam a surgir 0s primeiros ensaios sobre o transporte

de nanoparticulas através de modelos de epitélio intestinal humano.

Em 2009, Koeneman e colaboradores avaliaram investigaram o mecanismo através do
gual nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO,) poderiam atravessar o epitélio intestinal,
recorrendo a ensaios toxicolégicos e de transporte (78). O TiO,, como nanomaterial, é
utilizado para diversas aplicacbes, nomeadamente no uso de filtros solares, pasta de
dentes e outros cosméticos. Neste estudo, células Caco-2 foram expostas a
nanoparticulas de TiO, de 500 nm. A percentagem de transferéncia das nanoparticulas
do compartimento apical para o compartimento basal foi determinada ap6s 24 horas de
exposicdo. Os resultados mostraram que cerca de 91.0% de titAnio permaneceu na
fraccao apical, 6,8% foi detectado na superficie das células ou no interior das células e
2,2% atravessou a monocamada, encontrando-se na parte basal. A analise morfolgica
por microscopia electrénica mostrou que as microvilosidades sofreram alteracdes no seu
arranjo: o seu numero era reduzido e a sua forma néo era cilindrica. A principal concluséo
que os investigadores retiraram destes ensaios foi a de que, apesar de ndo provocar
morte celular, alteracdes celulares subtis ocorreram que podem condicionar o correcto

funcionamento celular e levar ao desenvolvimento de doencas inflamatérias.

No mesmo ano, Koeneman publicou um trabalho semelhante em que avaliava o
transporte de pontos quanticos em células Caco-2 (79), com um nucleo de cadmio
associado a telario. Concentracdes de 1 mg/L, 10 mg/L e 1000 mg/L foram aplicadas na
parte basal do sistema de cultura, recuperando-se na fraccdo basal 34.1%, 20,4% e

21.7%, respectivamente da solucdo aplicada. Estas elevadas percentagens foram
32



atribuidas aos fenédmenos de morte celular que danificaram a monocamada e permitiram

a passagem de uma elevada quantidade de nanoparticulas.
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OBJECTIVOS

A presente dissertagdo pretende contribuir para o esclarecimento da importancia do
revestimento na sua captacao, translocacao e citotoxicidade de nanoparticulas de ouro.

Deste modo, os estudos realizados em células Caco-2, um modelo celular de epitélio

intestinal humano, tiveram como principais objectivos:

e Avaliar a potencial citotoxicidade de nanoparticulas de ouro (AuNPs) com
diferentes revestimentos (citrato, 11-MUA, CALND e CALNS) pelos ensaios de
reducdo do MTT e captagdo do Vermelho Neutro (NR);

e Detectar possiveis alteracdes morfoldgicas das células induzidas pelas AUNPs

e Avaliar quantitativamente o grau de translocacdo e captacdo nas AuNPs

funcionalizadas

e Avaliar qualitativamente por Microscopia de Transmissdo Electronica a

internalizacdo de AuNPs com diferentes revestimentos.
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CAPITULO Il

Materiais e Métodos
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MATERIAIS E METODOS

1. Sintese e caracterizagao das nanoparticulas

1.1 - Sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs) revestidas por citrato

As nanoparticulas de ouro esféricas com o didmetro de 20 nm foram sintetizadas na
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, pelo método de reducéo de ouro por
citrato (80). Este método insere-se no tipo de sintese em que a reducdo ocorre
guimicamente, tendo esta sido inicialmente descrita por Turkevich e colaboradores (21).
em 1951. Neste método o ouro proveniente do agente precursor, acido tetracloroaurico
(Il em solugcdo aquosa e a temperatura de ebulicdo, é reduzido a ouro metalico por
accao do citrato de sodio, um agente redutor fraco que funciona simultaneamente como
agente de revestimento. O citrato é introduzido no meio reaccional em excesso. A medida
que ocorre a reducdo do ouro, o restante citrato de sodio, sob a forma de ido citrato
carregado negativamente é adsorvido a superficie da AuNP. Uma vez revestida vai
repelir as restantes NPs existentes em solugdo devido a repulsdes electrostéticas,
prevenindo assim a agregacdo e um crescimento descontrolado das mesmas. Todos o0s

procedimentos foram efectuados em condi¢des de esterilidade.

1.2. Funcionalizacéo

Os agentes de revestimento utilizados foram compostos de origem organica,
nomeadamente uma molécula bifuncional (acido 11-mercaptoundecandico, 11-MUA) e
dois pentapéptidos (CALND e CALNS). A seguinte tabela apresenta as féormulas de
estruturas de cada um dos compostos organicos utilizados como agentes de

revestimento.
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Tabela 1: Representacdo da estrutura quimica dos diferentes revestimentos utilizados neste trabalho: 11-
MUA, CALND e CALNS.

Molécula Organica Formula de Estrutura
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A adicdo dos agentes de revestimento foi efectuada determinando a concentragdo do
total de NPs, determinando-se de seguida a quantidade equivalente de agente de
revestimento (11-MUA ou péptido) necesséria para funcionalizar a superficie de cada NP
na razao molar agente de revestimento/NP de 120.

1.3 Preparacdo de veiculo
O veiculo foi preparado tendo em conta 0 meio em que as NPs se encontram presentes.
Foram preparadas solucdes contendo 3,529 x 102 M de citrato de sédio e 3,79 x 10™*M

de cloreto de sédio, sendo estas filtradas de modo a assegurar a sua esterilidade.
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1.4 Caracterizacao e analise de nanoparticulas

A caracterizacdo e a analise de NPs ficaram a cargo do Departamento de Quimica da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, onde foram efectuadas por diversas
técnicas, tais como espectrofotometria de UV/Vis, microscopia electronica de transmissédo
(T.E.M.), medidas de dispersdo que englobaram a difraccdo dindmica de luz (D.L.S.) e

medicao do potencial zeta ({-potencial).

2. Cultura celular - manutencgéo e propagacéo

Neste trabalho, foi utilizada a linha Caco-2 (HTB-37, American Type Culture Collection,
EUA), proveniente de um adenocarcinoma de célon humano. As células foram mantidas
a 37°C com 5% de CO,, em meio Eagle modificado por Dulbecco com 4.5 g/L de glucose
(DMEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco), 1% de solugdo de
antibidtico-antimicético (10000 U/mL penicilina/estreptomicina e 250 pg/mL anfotericina
B) e 1% de solugdo de aminoacidos ndo-essenciais (Gibco). A propagacgdo celular foi
efectuada expondo as células durante breves minutos a uma solucao de 0.25%tripsina-
EDTA (Gibco). Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram cultivadas em placas
de 96 pocos (TPP, Switzerland) com uma densidade celular de 65 000 células/cm?. Nos
ensaios de acumulacdo, as células foram mantidas a 37°C em idénticas condigdes. As
células foram cultivadas, na densidade de 100 000 células/cm?, num sistema vulgarmente
designado por Transwell® e mantidas em cultura durante 21 dias, de modo a permitir a
sua completa diferenciacéo (50). Este sistema consiste numa membrana semi-permeavel
de politereftalato de etileno (PET) com uma porosidade de 0.4 um (BD Falcon®, EUA) e
permite a polarizagéo celular. Todas as experiéncias foram efectuadas entre a passagem
58 e 68.
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3. Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de avaliagdo da citotoxicidade (redugdo do MTT e captagdo do Vermelho
Neutro) foram realizados apds as ceélulas atingirem a confluéncia, 4 dias apds a
sementeira. A avaliacdo da citotoxicidade de AuNPs esféricas, com diferentes
revestimentos, bem como dos seus veiculos, foi efectuada em células Caco-2 expostas
durante 24, 48, 72 e 96 horas, na concentracdo de 1, 3, 10, 30 e 100 pM, em solucdes
extemporaneas preparadas em meio de cultura sem soro bovino fetal.

A avaliacdo qualitativa da morfologia de células expostas a AuNPs de diferentes
revestimentos foi realizada por observacdo em microscépio Optico de contraste de fase

(modelo) e registo fotografico (Canon Power Shot S40).

3.1 Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (brometo de (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilterazolio)permite avaliar
a viabilidade celular, analisando a actividade metabdlica das células a nivel mitocondrial.
O MTT, um composto de cor amarelada, é reduzido em sais de formazano, um composto

de cor arroxeada, pelas redutases mitocondriais das células metabolicamente activas.

O ensaio de MTT (brometo de (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilterazélio) permite avaliar
a viabilidade celular, analisando a actividade metabdlica das células a nivel mitocondrial.
O MTT, um composto de cor amarelada, € reduzido em sais de formazano, um composto
de cor arroxeada, pelas redutases mitocondriais das células metabolicamente activas. O
MTT 0,5 mg/mL foi preparado em solugdo de Hanks (HBSS), tendo este como
constituintes 5,56 mM glucose, 1,26 mM CaCl,, 0,49 mM MgCl,-6H,0, 0,41 mM
MgS0O,4-7H,O, 5,33 mM KCI, 0,44 mM KH,PO,, 137,93 mM NaCl e 0,34 mM
Na,HPO,-7H,0. Apds aspira¢do do meio, o volume de MTT adicionado as células foi de
150 pl, sendo o periodo de incubagéo de 30 minutos, a 37°C. Seguidamente, a solugdo
foi aspirada e foram adicionados 200 pl de DMSO, para dissolu¢cdo dos cristais de
formazano formados durante o periodo de incubacdo com MTT. A solucéo foi incubada a
temperatura ambiente durante 20 minutos ao abrigo da luz. A absorvancia foi depois lida
num espectrofotdmetro (Power Wave X, Bio Tek Instruments), no comprimento de onda

de 550 nm, sendo o comprimento de onda de referéncia de 690 nm

3.2 Ensaio de Neutral Red

O ensaio do Vermelho Neutro (Neutral Red) permite avaliar a viabilidade celular, sendo
um indicador da integridade de membrana. O Neutral Red € uma molécula neutra, com
capacidade de penetrar em células vivas ou mortas. Nas células vivas, o NR acumula-se

nos lisossomas, onde sofre protonacao absorvendo radiacdo a 540 nm.
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O NR foi preparado na concentracao de 0.5 mg/mL em HBSS, na presenca de célcio e
magneésio, sendo colocados 150 pl em contacto com as células ap0s aspiracdo do meio.
As placas foram depois incubadas durante 2 horas a 37°C. Seguidamente, a solucao foi
aspirada e foram adicionados 150 ul de solugéo de lise (1% de acido acético glacial numa
mistura de 1:1 etanol/agua). Posteriormente, a placa foi mantida & temperatura ambiente
durante 15 minutos ao abrigo da luz. A absorvancia foi depois lida no espectrofotémetro
no comprimento de onda de 540 nm, sendo o comprimento de onda de referéncia de 690

nm.

4. Estudos de captacéao e translocacdo de AuNPs

Os estudos de captagdo e translocacdo de AuNPs foram efectuados em sistema
Transwell®. Este sistema é composto por dois compartimentos separados
horizontalmente por uma membrana. As células Caco-2 cultivadas sobre a membrana
formam uma monocamada polarizada, constituindo um modelo celular de absor¢cdo em
gue o compartimento superior (em contacto com a superficie apical) equivale ao lumen
intestinal, e o compartimento inferior simula a circulacdo sanguinea ou linfatica em

contacto com a superficie basolateral dos enterdcitos.

4.1 Verificagéo da integridade e permeabilidade celular

4.1.1 Medicéo da resisténcia eléctrica transepitelial (TEER)

A resisténcia eléctrica transepitelial (TEER) das células cultivadas no sistema Transwell®
foi medida com um voltimetro Evom2 (World Precision Instruments, EUA) (Figura 7). Este
aparelho avalia a resisténcia da barreira transepitelial, sendo determinada pelo fluxo de
ides que atravessam o0 espaco paracelular, e indica o estado de saude e a confluéncia
das células mantidas em cultura. As medi¢des foram efectuadas a partir do momento em
que as células atingiam a confluéncia (4° dia), tentando efectuar-se regularmente no
periodo de 2 em 2 dias. As determinacbes foram efectuadas com as células a
temperatura ambiente, mantendo os eléctrodos sempre na mesma posi¢cdo. Um
Transwell® sem células foi utilizado como branco, de forma a determinar o valor de

resisténcia da membrana.
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Figura 7 — Imagem ilustrativa do processo de medi¢éo da TEER, em células cultivadas em sistema de cultura

polarizada.

A seguinte equacdo foi utilizada para calcular a resisténcia:

Rreer = [Rc — Rg] X A

Rreer representa o valor de resisténcia transepitelial (Q.cm?), Rc representa a resisténcia
das células, Rg significa o valor de resisténcia do branco e A é o valor de area de

superficie da membrana onde se encontram as células Caco-2.

4.1.2 Transporte de manitol

Como indicador da permeabilidade da monocamada celular foi determinado o fluxo
bidireccional de manitol em células cultivadas em Transwell® durante 21 dias. As células
foram inicialmente pré-incubadas durante 10 minutos em solucao de transporte (HBSS
com 25 mM de Hepes, de pH 7,4). No final do periodo de pré-incubacdo, foram
adicionadas solugBes de manitol marcado radioactivamente (*H-manitol 12.3 Ci/mmol,
Perkin EImer, EUA) na concentracdo de 2.5 pM ao compartimento apical (direccéo apical
para basal; A—B) ou ao compartimento basal (direccdo basal para apical; B—A) e
solugdo de transporte no respectivo compartimento receptor. Em diferentes intervalos de
tempo e durante 120 minutos foram recolhidas aliquotas do respectivo compartimento
receptor, sendo estas substituidas por igual volume de solugéo de transporte.

A radioactividade das amostras foi determinada por espectrometria de cintilagcdo
(Beckman LS 6500, Beckman Instruments, Fullerton, EUA).
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Os coeficientes de permeabilidade (Papp) expressos em cm/s foram calculados pela
seguinte equacgao:

Papp= Vr x dC
ACy, 60 dT

onde, Vg = volume do compartimento receptor (em mL), A = area da superficie do filtro
(cm?), Co = concentracdo inicial no compartimento dador (pmol/mL), dC/dT = declive da
curva cumulativa da concentracdo de manitol (pmol/mL) ao longo do tempo (min). Os

resultados obtidos correspondem & média de 3 Transwell®.

4.2. Estudos de captacédo e translocacéo

Antes de se efectuarem os ensaios de captacdo, as ceélulas foram pré-incubadas em
solucdo de transporte (HBSS com 25 mM de Hepes, pH 7.4) durante 10 minutos. De
seguida, solugbes extemporaneas de AuNPs (30 pM) com diferentes revestimentos
(citrato, 11-MUA, CALNS e CALND), preparadas por diluicAo das solu¢cbes-mae em
solucdo de transporte, foram aplicadas ao compartimento apical (para avaliar o transporte
na direccdo apical-basal) ou ao compartimento basal (para estudar o transporte na
direccdo basal-apical) durante 2 horas, a 37°C, com agitacdo. Decorrido esse tempo,
foram recolhidas aliquotas da fraccdo apical e basal. As células foram lavadas duas
vezes com solucdo de transporte e recolhidas com solucéo de lise (0,1% Triton x100 em
5mM Tris.HCI pH 7.4). A determinagdo do teor proteico das fraccdes celulares foi
efectuada pelo método de Lowry modificado (BioRad DC Protein Assay). Para a
determinacdo de teor de ouro das amostras, procedeu-se a digestdo acida prévia com
uma mistura de 1:1 de HNO; e HCI, durante 8 horas a 105°C. A quantificagdo de metal foi
efectuada num espectrofotometro de absorcdo atémica Perkin-Elmer modelo AAnalyst
600 com corrector de background Zeeman, equipado com AS 800 autosampler e uma
impressora HL-2040. As andlises foram efectuadas com tubos Perkin-Elmer THGA e
software de controlo WinLab32. A temperatura de pir6lise foi de 800°C e a temperatura
de atomizacdo foi de 1800°C. Quando necessario, procedeu-se a diluicdo da amostra
com HCl a 0.2%.

O grau de internalizacdo das AuNPs foi avaliado qualitativamente por TEM. Para o efeito,
células cultivadas em placas de 6 pocos, foram incubadas com 100 uM de AuNPs com

diferentes revestimentos durante 24 horas a 37°C. No final da exposi¢cdo, as células

45



foram lavadas trés vezes com PBS. A fixagdo foi realizada com gluteraldeido (2.5%
gluteraldeido em solu¢do tampéo de cacodilato de sédio 0.2 M, a pH 7.2 — 7.4). As
células foram posteriormente lavadas com o mesmo tampao e sofrendo pés-fixagdo com
tetroxido de ésmio 2%. Em seguida, as células foram desidratadas com alcool etilico (de
gradacado crescente de 75% a 100%), sendo efectuada a impregnacédo e inclusdo com
oxido de propileno e Epon. Os cortes ultrafinos foram observados em microscépio

electrénico.

5. Tratamento estatistico dos dados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao de trés experiéncias
independentes. Para detectar diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foi
utilizado o teste ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. A andlise estatistica dos dados foi efectuada pelo software
GraphPad Prism verséo 5.01.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Sintese e Caracterizacdo de AuNPs

A solucao coloidal de nanoparticulas de ouro obtida apresentou-se homogénea, com uma
coloracdo vermelha (figura 8A). Quando analisada por espectrofotometria de UV/Vis,
apresentou um maximo de absor¢cdo de 520 nm, sob a forma de uma banda plasmoénica
bem definida. O espectro indica também tratar-se de uma amostra com uma disperséao

reduzida e bem estabilizada pelo agente de revestimento (citrato) (figura 8B).

T 1
»o o 800 o oo 00

A

Figura 8. A) Aspecto geral da solucéo coloidal de AuNPs obtida pelo método de redugéo por citrato. B)
Espectro de absorcdo de UV/Vis da solucéo coloidal de AuNPs, apresentando a respectiva banda plasménica

caracteristica (520 nm).

A analise da suspensdo de AuNPs por T.E.M. permitiu verificar que as suspensfes de
nanoparticulas obtidas exibiam uma forma esférica, um tamanho homogéneo e uma

baixa dispersibilidade, ndo se observando muitos agregados (figura 9).
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Figura 9 — Imagem representativa da analise por T.E.M. de uma amostra de solugdo coloidal de AuNPs

revestidas com citrato.

O diametro das AuNPs com diferentes agentes de revestimento foi determinado pela
medicao da difrac¢do dindmica de luz (D.L.S.) Os resultados encontram-se na tabela 2 e
mostram que apods funcionalizagdo ha um aumento do didmetro das AuNPs relativamente
as AuNPs revestidas a citrato (AuNPs-Cit). Os valores encontrados para as AuNPs-Cit
rondam os 23 nm, enquanto que nas diferentes AuNPs funcionalizadas os diametros
médios rondam os 33 e 35 nm. Estes resultados demonstram que o processo de
funcionalizagéo foi eficiente, com uma substituicdo do citrato pelo agente de revestimento
e que as AuNPs funcionalizadas com 11-MUA e com os pentapéptidos CALNS e CALND

apresentam um tamanho muito semelhante.

Tabela 2 — Diametros das AuNPs com diferentes revestimentos determinados por D.L.S.

AuNPs + Agentes de revestimento Didmetro/nm
Citrato 22,457
11 - MUA 33,2+9,8
CALND 35,1+9,9
CALNS 34,9+9,6
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O potencial zeta das AuNPs foi determinado e os resultados obtidos encontram-se
apresentados na tabela 3. Todas as AuNPs tém um valor de potencial zeta negativo e
muito semelhante entre si. O facto dos valores obtidos se situarem na ordem dos — 40
mV ¢é indicativo de solu¢Bes coloidais com boa estabilidade, ou seja, menor tendéncia de

agregacao.

Tabela 3: Valores do potencial zeta das AuNPs com diferentes revestimentos.

AuNPs + Agentes de revestimento Potencial {/ mV
Citrato -44,7 £ 7,5
11 - MUA -37,3+8,4
CALND -47,1£6,0
CALNS -40,5+7,0

Os resultados fornecidos por D.L.S. indicaram que o didmetro médio das nanoparticulas
de citrato € de aproximadamente 23 nm. Nas restantes nanoparticulas revestidas o
aumento no diametro é de cerca de 10 nm (entre 33 e 35 nm). Este aumento deve-se ao
tamanho do agente de revestimento, que ao ligar-se a superficie da nanoparticula
contribui para o aumento do raio desta. Esse aumento € semelhante devido ao tamanho

também semelhante dos agentes de revestimento entre si.
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2. Avaliacdo do Potencial Citotoxico das AuNPs funcionalizadas em células Caco-2

Os potenciais efeitos citotoxicos das AuNPs foram avaliados num modelo celular de
epitélio intestinal humano, a linha celular Caco-2. As células foram expostas a
concentracdes de AuNPs (1 a 100 uM) preparadas em meio de cultura sem soro, durante
24, 48, 72 ou 96 horas. No final de cada exposicdo, a viabilidade foi avaliada pelos
ensaios de MTT e do vermelho neutro (NR). Conforme se encontra representado nas
figuras 10 e 11, para as concentracdes e tempos de exposicao testados, as AuNPs-Cit

parecem nao exercer efeitos citotdxicos nas células Caco-2.
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Figura 10: Efeitos das AuNPs revestidas com citrato (AuNP-Cit) e respectivos veiculos na viabilidade das
células Caco-2 apds (A) 24 e (B) 48 horas de exposicao a diferentes concentragdes. A viabilidade celular foi
avaliada pelos métodos de reducédo do MTT e incorporagdo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em %

de controlo (células ndo tratadas), encontram-se expressos como média + erro padrdo de 3 experiéncias

independentes (n = 8).
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Figura 11: Efeitos das AuNPs revestidas com citrato (AuNP-Cit) e respectivos veiculos na viabilidade das
células Caco-2 apds (A) 72 e (B) 96 horas de exposicéo a diferentes concentrac@es. A viabilidade celular foi
avaliada pelos métodos de reducédo do MTT e incorporagéo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em %

de controlo (células nado tratadas), encontram-se expressos como meédia + erro padrdo de 3 experiéncias

independentes (n = 8).

N&do foram detectadas alteracbes significativas na morfologia celular apés 24 horas de
exposicdo as AuNPs-Cit. Imagens de microscopia Optica mostram que o tamanho e a
forma das células parecem néo ser afectados pela presenca das NPs (fig. 12). ApGs 96
horas, as células incubadas com AuNPs mantinham a mesma morfologia que células em
que as AuNPs estavam ausentes do meio. A presenca de agregados é evidente,

sobretudo na concentracdo de AuNPs mais elevada (figs. 12C e 12 F).
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Figura 12: Efeito das AuNPs-Cit na morfologia das células Caco-2. ApOs 24 horas de exposicdo, as células
foram observadas num microscépio de contraste de fases com uma ampliacdo de 400x. (A) Controlo, (B) 10
UM AuNP-Cit e (C) 100 pM. Apo6s 96 horas de exposicdo, As células foram novamente observadas ao
microscopio as 96 horas com uma ampliacéo de 400x. (D) Controlo, (E) 10 uM AuNP-Cit e (F) 100 puM.

A analise de ambos os resultados dos ensaios de viabilidade, por MTT e NR parece
descartar qualquer fenémeno de citotoxicidade associado as AuNPs-Cit. Estes resultados
sdo concordantes com os obtidos por Connor (63) que observou a auséncia de
citotoxicidade de AuNPs-Cit com didmetros de 4 e 18 nm revestidas com citrato em
células K562 até uma concentracdo maxima de 250 puM. Apesar do tamanho das AuNPs
e da linha celular ser diferente, o revestimento de citrato parece n&o estar associado a
fendmenos de citotoxicidade. Porém, Uboldi e colaboradores (67) demonstraram que
AuNPs-Cit com um tamanho de 11 e 25 nm provocam uma diminui¢cdo entre 30 a 40% na
viabilidade de células alveolares A549, comparativamente a AuNPs de 9,5 nm em que o
revestimento de citrato foi removido por filtracdo e didlise. A linha celular NCIH441,
também testada com as mesmas AuNPs, nao sofreu qualquer tipo de alteracdo na sua
viabilidade. Depreende-se que a susceptibilidade a efeitos citotoxicos de AuNPs
revestidas por citrato podera também dever-se as caracteristicas das células.
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De modo a compreender a influéncia da funcionalizacdo das AuNPs na citotoxicidade, a
partir das AuNPs-Cit, utilizadas como referéncia, foram sintetizadas AuNPs com novos
revestimentos (11-MUA, CALNS e CALND).

A funcionalizagdo com 11-MUA pode ser uma estratégia para obter AUNPs mais estaveis
e com menor capacidade de agregracao (81). De forma a avaliar o potencial citotoxico
das AuNPs funcionalizadas com 11-MUA, o mesmo tipo de abordagem metodoldgica foi
utilizado. A semelhanca do observado para AuNPs de referéncia (AuNPs-Cit), as AuNPs

revestidas com 11-MUA parecem ndo alterar a viabilidade celular, ap6s 24 e 48 horas e

nas concentragdes testadas (figura 13).
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Figura 13: Efeitos das AuNPs revestidas com 11-MUA (AuNP-MUA) e respectivos veiculos, na viabilidade
das células Caco-2 apos (A) 24 e (B) 48 horas de exposigdo a diferentes concentragfes. A viabilidade celular
foi avaliada pelos métodos de redugéo do MTT e incorporagdo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em

% de controlo (células nédo tratadas), encontram-se expressos como média * erro padrdo de 3 experiéncias

independentes (n = 8).
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Para tempos de exposicdo ainda mais longos (72 e 96 horas), continua a observar-se

auséncia de citotoxicidade (figura 14).
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Figura 14: Efeitos das AuNPs revestidas com 11-MUA (AuNP-MUA) e respectivos veiculos, na viabilidade
das células Caco-2 apés (A) 72 e (B) 96 horas de exposicéo a diferentes concentragdes. A viabilidade celular
foi avaliada pelos métodos de redugéo do MTT e incorporacéo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em

% de controlo (células ndo tratadas), encontram-se expressos como média + erro padrdo de 3 experiéncias

independentes (n = 8).

A morfologia celular, ap6s 24 horas de exposicdo as AuNPs-MUA, ndo parece sofrer
alteracdes, conforme observado pelas imagens de microscopia Optica (fig.15). Na
exposicao mais longa (96 horas), o tamanho e a forma das células aparentemente nao

sofreram alteracGes. Agregados podem ser observados na concentracdo de AUNPs mais

elevada, em ambos os tempos (fig. 15 C e 15 F).
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Figura 15: Efeito das AuNPs-MUA na morfologia das células Caco-2. Ap6s 24 horas de exposi¢do, as células
foram observadas num microscépio de contraste de fases com uma ampliacdo de 400x. (A) Controlo, (B) 10
UM AuNP-MUA e (C) 100 uM AuNP-MUA. Apb6s 96 horas de exposicdo, As células foram novamente
observadas ao microscopio as 96 horas com uma ampliagéo de 400x. (D) Controlo, (E) 10 uM AuNP-MUA e
(F) 100 uM AuNP-MUA.

A funcionalizacdo de AuNPs com péptidos permite a obtengdo de nanoparticulas
estaveis, hidrossoluveis, com propriedades analogas as proteinas (28). Estas
caracteristicas podem ser aproveitadas para promover o reconhecimento celular de
AUNPs e consequentemente a sua internalizacdo (29). Contudo, o conhecimento sobre
efeitos toxicos de AuNPs revestidas com péptidos ainda é limitado. Neste estudo, foram
utilizados os pentapéptidos CALNS e CALND. O aminoacido terminal confere a estes
péptidos diferentes propriedades: ambos sao hidrofilos e polares, contudo o aminoacido
serina (S) apresenta uma carga negativa — 1 em pH 7 enquanto o acido aspartico (D)
apresenta carga negativa — 2 (29). Na tentativa de apurar potenciais efeitos tdxicos
destes agentes, a analise da viabilidade de AuNPs revestidas com pentapéptidos CALND
e CALNS foi efectuada. Para os tempos estabelecidos, observou-se auséncia de
citotoxicidade induzida por AuNPs revestidas com CALND (figs. 16 e 17).
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Figura 16: Efeitos das AuNPs revestidas com CALNS (AuNP-CALNS) e respectivos veiculos na viabilidade
das células Caco-2 apos (A) 24 e (B) 48 horas de exposicdo a diferentes concentracdes. A viabilidade celular
foi avaliada pelos métodos de redugéo do MTT e incorporagdo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em

% de controlo (células ndo tratadas), encontram-se expressos como média * erro padrao de 3 experiéncias

independentes (n = 8).
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Figura 17: Efeitos das AuNPs revestidas com CALNS (AuNP-CALNS) na viabilidade das células Caco-2 apés
(A) 72 e (B) 96 horas de exposicdo a diferentes concentracdes e respectivos veiculos. A viabilidade celular foi
avaliada pelos métodos de reducdo do MTT e incorporagdo do vermelho neutro (NR) e os resultados, em %

de controlo (células nado tratadas), encontram-se expressos como média + erro padrdo de 3 experiéncias

independentes (n = 8).

A morfologia celular pareceu nao sofrer alteracdes apos 24 e 96 horas de exposicdo a
AuNPs-CALNS (fig. 18). As imagens de microscopia Optica revelam que as células
mantiveram a sua forma e o seu tamanho, mesmo na presenca de agregados na

concentracdo de AuNPs mais elevada (figs. 18C e 18F).
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Figura 18: Efeito das AuNPs-CALNS na morfologia das células Caco-2. ApGs 24 horas de exposicdo, as

células foram observadas num microscépio de contraste de fases com uma ampliacdo de 400x%. (A) Controlo,
(B) 10 uM AuUNP-CALNS e (C) 100 pM AuNP-CALNS. Apo6s 96 horas de exposicdo, As células foram
novamente observadas ao microscopio as 96 horas com uma ampliagdo de 400x. (D) Controlo, (E) 10 uM
AUNP-CALNS e (F) 100 pM AuNP-CALNS.

A semelhanca do observado com AuNPs-CALNS, AuNPs revestidas com CALND n&o
pareceram causar efeitos citotoxicos em células Caco-2, nos tempos e concentragdes
testados (figs 19 e 20).
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Figura 19: Efeitos das AuNPs revestidas com CALND (AuNP-CALND) na viabilidade das células Caco-2
apos (A) 24 e (B) 48 horas de exposicdo a diferentes concentragdes e respectivos veiculos. A viabilidade

celular foi avaliada pelos métodos de redugdo do MTT e incorporacdo do vermelho neutro (NR) e os

resultados, em % de controlo (células nao tratadas), encontram-se expressos como média + erro padrao de 3

experiéncias independentes (n = 8).
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Figura 20: Efeitos das AuNPs revestidas com CALND (AuNP-CALND) na viabilidade das células Caco-2
apos (A) 72 e (B) 96 horas de exposicdo a diferentes concentracdes e respectivos veiculos. A viabilidade
celular foi avaliada pelos métodos de redugdo do MTT e incorporacdo do vermelho neutro (NR) e os

resultados, em % de controlo (células nado tratadas), encontram-se expressos como média + erro padrédo de 3

experiéncias independentes (n = 8).

Apls 24 horas de incubacdo com AuNPs revestidas com CALND, as células nao

apresentavam alteracdes na sua morfologia, mantendo a sua forma e o seu tamanho (fig.

21). O mesmo foi comprovado as 96 horas. Na concentragdo mais elevada, foi possivel

observar a presenca de agregados. (figs. 21 C e 21 F).
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Figura 21: Efeito das AuUNPs-CALND na morfologia das células Caco-2. Ap6s 24 horas de exposi¢do, as

células foram observadas num microscépio de contraste de fases com uma ampliagdo de 400x%. (A) Controlo,
(B) 10 pM AuNP-CALND e (C) 100 pM AuNP-CALND. Apo6s 96 horas de exposicdo, As células foram
novamente observadas ao microscopio as 96 horas com uma ampliagdo de 400x. (D) Controlo, (E) 10 uM
AuNP-CALND e (F) 100 uM AuNP-CALND.

A funcionalizacdo das AuNPs de referéncia (AuNPs-Cit) com os diferentes revestimentos
utilizados neste trabalho (MUA, CALNS e CALND) parece ndo estar associada a
fendmenos de toxicidade em células Caco-2. A andalise morfolégica por microscopia
Optica sugere que a morfologia celular parece ndo ser afectada pela exposi¢cdo de
diferentes nanoparticulas. Para evitar a associagdo de proteinas que pudessem de
alguma forma contribuir para alterag6es no perfil de citotoxicidade, ndo foram utilizadas
proteinas no meio de incubagdo (meio de cultura sem soro bovino fetal) visto as AuNPs
terem a capacidade de se ligarem a elas e consequentemente serem mais facilmente

internalizadas através de receptores celulares.

Ainda que em estudos efectuados em pontos quéanticos e ndo em AuNPSs, a toxicidade de
NPs revestidas com 11-MUA foi comprovada por Laaksonen e colaboradores (26), que

avaliaram a citotoxicidade de pontos quéanticos de CdSe/ZnS revestidos por 11-MUA em
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diversas linhas celulares. A toxicidade de pontos quanticos revestidos com MUA € um
processo dependente da concentracéo de NPs.

Uma vez que o revestimento por péptidos é considerado uma 6ptima estratégia de
internalizacao celular (85), a citotoxicidade de NPs funcionalizadas por péptidos tem sido
cada vez mais estudada. A citotoxicidade de AuNPs revestidas por pétidos foi efectuada
por Sun e colaboradores utilizando AuNPs revestidas com CALNNRg, em células Hela
(27). Baixas concentracbes (0,02 até 0,08 nM) ndo afectam a viabilidade celular,
enquanto concentracbes mais elevadas (0,32 nM) provocam a morte em 95% das
células. Tkachenko e colaboradores, utilizaram péptidos de origem virica conjugados com
nanoparticulas de ouro, testando-as em células HepG2. Apesar da diferente capacidade
de penetragdo, a viabilidade celular também n&o sofreu alteragdes (58). Contudo, ao
utilizarem linhas celulares diferentes, os perfis de citotoxicidade foram diferentes:
péptidos de origem viral diminuem a viabilidade de células HeLa em 20% enquanto que a
viabilidade de células 3T3/NIH diminui apenas 5% (59). Shukla e colaboradores testaram
AuNPs de tamanho semelhante as utilizadas neste ensaio revestidos com poli-L-lisina em
macrofagos RAW 264.7 constatando a auséncia de citotoxicidade ao longo de 72 horas
(62). Apesar dos revestimentos utilizados no presente trabalho terem sido diferentes, os
resultados obtidos parecem estar em concordancia com os resultados obtidos pelos
autores anteriormente referidos. A citotoxicidade de AuNPs revestidas por péptidos

parece depender da sua sequéncia aminoacidica e do tipo de linha celular utilizada.

Os tipos de revestimentos utilizados neste trabalho ndo parecem causar citotoxicidade
em células Caco-2. A escolha de revestimentos, no ambito da nanomedicina, recaira
sobre aqueles que provem a auséncia de citotoxicidade. Assim, serd possivel utilizar
NPs, por exemplo como veiculos de farmacos, com um perfil de seguranca adequado.
Contudo, na analise da citotoxicidade o revestimento das NPs é apenas um factor a ter
em consideracdo. A forma, o tamanho e mesmo 0 modo como 0s ensaios in vitro sao
conduzidos tém de ser analisados com ponderacdo. Devido as propriedades Unicas das
NPs, a interpretagdo correcta de ensaios de viabilidade é fundamental (83). Ensaios
classicos como o MTT, LDH e NR tém sido amplamente utilizados na literatura para
reportar fendmenos de citotoxicidade. Contudo, NPs devidamente caracterizadas podem
sofrer alteragbes quando séo introduzidas num novo meio aquando da realizagdo de
ensaios de citotoxicidade: factores como o pH, presenca de ides e moléculas como ibes
como aminoacidos e proteinas podem ter um impacto significativo na dispersao,
agregacao, aglomeracdo e na propria superficie reaccional das NPs (84). As NPs

também podem interferir com os reagentes e alterar os resultados dos resultados dos
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ensaios utilizados. A harmonizacéo dos ensaios actualmente utilizados e a validac&o por

corroboragdo permitird estabelecer testes toxicologicos fiaveis.

3. Estudos de captacédo e translocacao

O grau de translocacédo e internalizacdo das AuNPs com diferentes revestimentos foi
determinado em células Caco-2 cultivadas durante 21 dias em sistemasTranswell®. Foi
feita uma avaliacdo prévia da resisténcia eléctrica transepitelial (TEER) e do transporte
paracelular de manitol, dois indicadores da integridade e permeabilidade da monocamada
celular. A TEER foi monitorizada ao longo de 21 dias de cultura, encontrando-se 0s
resultados representados na figura 22. Como esperado, observou-se um aumento
progressivo da TEER ao longo do processo de diferenciacdo celular, que ao 21° dia

atingiu valores na ordem dos 500-600 Q.cm?.
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Figura 22: Variagdo da média de valores de TEER em células Caco-2 ao longo de 21 dias de cultura.

Resultados expressos como média + erro-padrdo da média, n=6.

Nas mesmas células, o transporte bidireccional de manitol foi avaliado e os coeficientes
de permeabilidade obtidos encontram-se na tabela 4. O transporte de manitol foi
semelhante nas duas direccfes e os valores de Papp sdo os expectaveis para este tipo
de soluto (85). Estes resultados demonstram que as condi¢des de cultura utilizadas neste

trabalho possibilitam o estudo do transporte e internalizacdo de AuNPs.
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Tabela 4: Coeficientes de Permeabilidade (Papp) do Manitol em células Caco-2 com 21 dias de cultura.

Soluto Direcgao Papp
x 10°® (cm/s)

A—B 1.10 £ 0.078
®H-Manitol
B—A 0.72 £0.018
A — B: Apical para Basal; B — A: Basal para Apical

Resultados expressos como média + erro padrdo da média (n=3)

Células com valores de TEER > 500 Q.cm? foram utilizadas para estimar a translocacéo e

internalizacdo de AuNPs. Na figura 23, encontra-se representada a percentagem de
translocagé@o das AuNPs funcionalizadas do compartimento dador para o receptor (A) e a
percentagem de retengao celular das mesmas (B).
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*x B AuNPs-Cit
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Figura 23: (A) Percentagem de translocacdo de AuNPs e (B) percentagem de retengéo celular apés 2 horas
de incubac@o com as AuNPs funcionalizadas (30 uM), em células Caco-2. Os estudos foram realizados na
direccdo apical-basal (A—B) e basal-apical (B—A). Os resultados encontram-se expressos como média +
erro padrdo da média (n=3). * p<0.05 vs AuNPs-Cit; ** p<0.0001 vs AuNPs-Cit.
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Os resultados mostram que o fluxo transepitelial das AuNPs em ambas as direccdes é
reduzido e parece ndo haver diferencas entre as diferentes AuNPs testadas. Esta
reduzida capacidade das AuNPs de atravessarem o epitélio intestinal ja foi descrita por
outros autores (44, 46, 85, 86).

A funcionalizacdo parece ter influéncia no grau de internalizagdo das AuNPs pelas
células Caco-2. Conforme representado na Figura 22 B, a captacéo apical foi maior para
AuNPs revestidas com CALND e as menos internalizadas pelas células foram as AuNPs-
CALNS, no entanto o mesmo perfil de internalizacéo néo foi observado quando as AuNPs
foram adicionadas ao compartimento basal.

Vérios trabalhos demonstraram que a internalizacdo das AuNPs é mediada por
endocitose (59, 60, 64). As diferengcas observadas no perfil de acumulacdo das AuNPs
podem ser explicadas por uma distribuicdo assimétrica dos componentes envolvidos na
captacdo das nanoparticulas. Por outro lado, o facto das AUNPs serem pouco captadas
no dominio basolateral da célula esta concordante com o observado nos estudos de
biodistribuicdo onde AuNPs administradas por via endovenosa, ndo sdo encontradas no
intestino (85, 86) Na tentativa de minimizar a influéncia de proteinas na internalizacdo das
nanoparticulas nas células (uma vez que as nanoparticulas se podem ligar as proteinas e
serem facilmente internalizadas), os ensaios foram efectuados na auséncia de proteinas
no meio, sendo a internalizacdo observada apenas dependente do revestimento. Apesar
da auséncia de citotoxicidade, observa-se que o revestimento é determinante no grau de
internalizacao das AuNPs. Um revestimento que apresente uma estrutura quimica com
maior compatibilidade para um receptor membranar especifico permitira que a AuNP seja

mais internalizada que um revestimento com menor afinidade para esse receptor.

Com o objectivo de observar a extensdo de internalizacéo intracelular, apés terem sido
incubadas durante 24 horas com nanoparticulas de diferentes revestimentos, as células
Caco-2 foram observadas ao microscépio electronico (figs. 24 a 26). Quando as células
foram incubadas com AuNPs, encontraram-se nanoparticulas no espaco extracelular. No
interior das células, as nanoparticulas aglomeravam-se em espacos pontualmente em
espacos delimitados por membranas, levantando-se a hipétese de serem endossomas.
Ndo foram identificadas AuNPs livres no citoplasma ou no nudcleo. As células que
captaram ouro apresentavam uma menor definicdo da membrana celular relativamente

ao controlo.
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Figura 24: Imagens de T.E.M., células Caco-2, na auséncia de nanoparticulas (controlo) (A) e apés

tratamento com de AuNPs-Cit a 100 pM (B). As setas indicam a presenc¢a de AuNPs.

Figura 25: Imagens de T.E.M. de células Caco-2 ap6s tratamento com AuNP-MUA (A) e AUNP-CALND (B) a
100 pM. As setas indicam a presenga de AuNPs. Na figura 27B, é possivel observar um aglomerado de

AuNPs numa estrutura delimitada por membrana (caixa).

Figura 26: Imagens de T.E.M. a partir de células Caco-2, apés tratamento com AuNP-CALNS, a 100 uM,

durante 24 horas.
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A analise qualitativa do grau de internalizacao por T.E.M. revelou que AuNPs revestidas
por CALND parecem ter maior capacidade de penetracdo celular, seguidas por AuNPs
revestidas por citrato e por 11-MUA. As AuNPs de CALNS parecem ser a menos
internalizadas. Estes resultados sdo concordantes com os observados no estudo de
translocacdo e internalizacdo. O revestimento é sem duvida fundamental para a
internalizacdo das nanoparticulas e para o seu destino intracelular. Tkachenko e
colaboradores, ao utilizarem AuNPs revestidas por fragmentos de proteinas virais,
observaram-nas na regido perinuclear e no interior do ndcleo (59,60). O grau de
internalizacdo das AuNPs dependeu do revestimento das AuNPs, como observado neste
trabalho. Pernodet localizou AuNPs em vesiculas lisossémicas, sem 0 seu revestimento
prévio de citrato, ndo as encontrando no nudcleo (64). Uboldi ndo observou AuNPs
dispersas no citosol mas apenas ha regido peri-nuclear (67). No presente trabalho

também ndo foi possivel identificar AUNPs na regido nuclear.

Os diferentes graus de internalizacdo das AuNPs poder&do explicar-se com base na
estrutura quimica que constitui o revestimento. Apesar de muito semelhantes entre si, 0s
pentapéptidos CALND e CALNS diferem do aminoacido terminal, traduzindo-se essa
diferenca no valor de carga. O facto do pentapéptido CALND possuir um maior namero
de carga (-2) em relacdo ao CALNS (-1) provavelmente sera reponséavel pela sua maior
capacidade de internalizacdo nas células Caco-2. Este pentapéptido podera ser o
revestimento mais promissor para promover a internalizacdo de AuNPs nas ceélulas
intestinais. A confirmacdo deste facto esta pendente de novos ensaios que poderédo
surgir, como por exemplo em ensaios em outros modelos de epitélio intestinal ou mesmo

de ensaios in vivo.
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CAPITULO IV

Concluséao
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CONCLUSAO

As nanoparticulas de ouro, gracas as suas caracteristicas Unicas (como o tamanho
reduzido, possibilidade de funcionalizacdo e presenca de banda plasmonica), tém sido
cada vez mais investigadas no ambito da medicina com o objectivo de estabelecer novas
aplicacBes em métodos de diagndstico e terapéuticos. Devido a natureza inerte do metal
de gque séo constituidas, seria de supdr que seriam isentas de toxicidade. Contudo, o
conhecimento sobre o potencial efeito nocivo das nanoparticulas de ouro tem sido
revelado ao longo dos anos. Apesar de estudos contraditérios existentes na literatura, e
da dificuldade em cruzar dados obtidos devido a especificidades inerentes aos ensaios
efectuados, sabe-se que as nanoparticulas de ouro podem ter efeitos lesivos sobre
determinadas células. Também se sabe que diferentes caracteristicas como a forma, o

tamanho e o revestimento tém influéncia na sua toxicidade.

Neste trabalho, procurou-se avaliar o potencial citotoxico, a translocagédo e acumulagéo
de nanoparticulas de ouro em células Caco-2. As células Caco-2 sdo amplamente
utilizadas na pesquisa de novos farmacos uma vez que tém a notavel capacidade de
recriar 0s principais atributos do epitélio intestinal humano. Células Caco-2 foram
expostas a diferentes concentragbes de AuNPs (1 a 100 uM) revestidas com citrato, 11-
MUA, CALND e CALNS durante 24, 48, 72 e 96 horas. Nestas condi¢fes estabelecidas,
nao foram observados efeitos citotoxicos. O estudo da translocacéo e internalizacdo das
mesmas AuNPs funcionalizadas foi realizado apés 2 horas de incubacdo com as
nanoparticulas e permitiu concluir a capacidade das AuNPs em atravessarem as células
€ muito reduzida. Contudo, a influéncia do revestimento manifesta-se no grau de
internalizacdo: nanoparticulas de ouro revestidas com CALND s&o mais facilmente
internalizadas que as restantes, sendo as CALNS as menos internalizadas. Pode
levantar-se a hipétese de que existird uma distribuicdo assimétrica dos componentes
envolvidos no processo de captacdo das particulas nos dois dominios da célula. Mais
estudos serdo necessarios para confirmar se este fendmeno é exclusivo das Caco-2 ou

comuns a outros modelos de epitélio intestinal.
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