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RESUMO

Os nanomateriais apresentam propriedades distintas que dependem fortemente da forma e
tamanho das particulas que os constituem. Devido a essas propriedades, cada vez mais
pesquisadores se dedicam a explorar novas aplicagdes para essas estruturas. Algumas delas
apresentam finalidades terapé€uticas, principalmente em alguns tipos de neoplasias, e tal
mecanismo esta muitas vezes ligado a indu¢do da morte celular. Tendo em vista que as
mitocondrias constituem o principal maquinario responsavel pelo metabolismo celular e estdao
diretamente envolvidas na morte celular, seja por necrose ou por apoptose, elas sdo um
excelente alvo de pesquisa. Sendo assim, este trabalho visa investigar a influéncia de
nanobastdes de ouro (AuNRs) nessas organelas, avaliando especificamente o funcionamento
da cadeia transportadora de elétrons e possiveis modificagdes estruturais. Com esta finalidade,
mitocondrias de figado de ratos foram isoladas e, em seguida, essa suspensao mitocondrial foi
exposta a nanobastoes de ouro (AuNRs) recobertos com albumina sérica bovina (BSA) em
diferentes concentracdes (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 uM) onde a cadeia transportadora de
elétrons foi avaliada através do consumo de oxigénio mitocondrial e através da microscopia
eletronica de transmissao para identificacao de possiveis alteragdes estruturais. Os resultados
indicaram que os AuNRs foram capazes de levar a um comprometimento do consumo de
oxigénio mitocondrial através da diminuicdo do estado de fosforilagdo (V3) e do estado
desacoplado (Vcccer). Esses eventos reduziram, consequentemente, o controle respiratorio das
mitocondrias, parametro que mede a viabilidade mitocondrial. Os resultados também
comprovaram que a capacidade deletéria dos AuNRs se expressa de forma dose-dependente.
Além disso, os nanobastdes foram capazes de provocar uma desorganizagdo das cristas
mitocondriais e descolamento das membranas. Essa interrup¢ao da fungdo mitocondrial pode
induzir a morte celular, demonstrando, por mais que inicial, uma possivel aplicagdo

terapéutica.

Palavras chaves: nanobastdes de ouro, mitocondrias, cadeia transportadora de elétrons, morte

celular



ABSTRACT

Nanomaterials have distinct properties that depend strongly on the shape and size of the
particles that make them up. Because of these properties, more and more researchers are
exploring new applications for these structures. Some of them have therapeutic purposes,
mainly in some types of neoplasias, and such mechanism is often linked to the induction of
cell death. Considering that mitochondria are the main machinery responsible for cell
metabolism and are directly involved in cell death, either through necrosis or apoptosis, they
are an excellent research target. Thus, this work aims to investigate the influence of gold
nanorods (AuNRs) on these organelles, specifically evaluating the operation of the electron
transport chain and possible structural modifications. To this end, mitochondria of rat liver
were isolated, and then this mitochondrial suspension was exposed to gold nanorods (AuNRs)
coated with bovine serum albumin (BSA) at different concentrations (6.25, 12.5, 25, 50 and
100 uM) where the electron transport chain was evaluated through mitochondrial oxygen
consumption and transmission electron microscopy to identify possible structural changes.
The results indicated that AuNRs were able to lead to impairment of mitochondrial oxygen
uptake through decreased phosphorylation state (V3) and decoupled state (Vcccp). These
events consequently reduced the respiratory control of mitochondria, a parameter that
measures mitochondrial viability. The results also showed that the deleterious capacity of
AuNRs is expressed in a dose-dependent manner. In addition, the nanorods were able to cause
a disorganization of the mitochondrial ridges and detachment of the membranes. This
interruption of mitochondrial function may induce cell death, demonstrating, however initial a

possible therapeutic application.

Keywords: gold nanorods, mitochondria, electron transport chain, cell death



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Cores das solugdes de ouro coloidal em fungdo do tamanho das
NANOPATEICUIAS. ...c.eiieiiietie ettt ettt et et e et e et eeesaesebeesteen seseesssesaseenneansseensens 17
Figura 02 — Micrografias de diferentes formas geométricas de nanoparticulas em Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET). Nanoesferas, nanopiramides, nanobastdes, nanoprismas €
NANOhASLES, TESPECLIVAIMENLE. ... eeeiuvireeieeeiieeitietestieeetteeestteesteeeseee e staeesssaeenssaesnneesnseaessseseennses 17
Figura 03 — Dinamica de formacdo de nanobastdes de ouro pelo método mediado por
SEIMIETIEL. ...ttt ettt et et et et eh e eab et e et e e eb e ehbeeabe et e e et eeh b eh bt ea bt et e et e e e enbe e et e e et e nhteenbeenen 19
Figura 04 — Interacdo da luz com uma nanoparticula esférica promovendo a oscilagdo coletiva
OS EIELIOMS. ...t ettt eh e ettt shaeeabe et e st e st eesaee e 20
Figura 05 — Bandas correspondentes a ressonancia de plasmon de superficie de nanoparticulas
de ouro (A) esféricas € (B) DaStOES.......cccviviiiiiiiiirie et et e e 20
Figura 06 — Esquema da equacdo quimica responsavel entre a interacdo Au-S.................... 21
Figura 07 — (A) Deslocamento na regido do infravermelho proximo dos nanobastdes de ouro
incubados com albumina sérica bovina (BSA) e (B) esquema de interagdo do BSA com os
NIATIODASTOES. ... evvveeveeetieiesie st ette e ete st et te e ete st aste st ete st esse e etessese et e sessese et e seasese et eseese st esense s anse e essenenseneenseneens 22
Figura 08 — Estrutura quimica (A) e modelo molecular tridimensional (B) do trifosfato de
adenosina (ATP), com base em dados de difragao de raios-X.......ccceveeveveeeevieecnieeceiie e 23
Figura 09 — Hepatdcitos isolados por técnica de perfusao hepatica utilizando colagenase,
fixados e corados por hematoxilina/eosina. Aumento de 1000 Vezes...........ccccvveeeveeenreeennnenns 24
Figura 10 — Estrutura (A) e seccdo transversal vista em microscopia eletronica (B) de uma
100E 1101107014 1 - OO OSSOSO 26
Figura 11 — Modelo quimiosmotico mostrando o fluxo de elétrons entre os complexos
enzimaticos (cadeia transportadora de elétrons), com conseqiiente geracdo de um potencial
quimico e elétrico entre o espago intermembrana e a matriz mitocondrial. E a passagem de H"
para matriz devido a essa diferenga de potencial gerando ATP a partir de ADP e P;
(fOSTOTTlACA0 OXIAALIVA).....vieuiiiiiieiie ettt ettt seee ettt et e eebeenneans 28
Figura 12 — Representacdo do método de avaliagdo da fosforilagdo oxidativa através da
respiragao mitocondrial de acordo com a metodologia estabelecida por Chance e Willians

(1955). No qual os espagos delimitados de vermelho representam os principais estados da



respiragdo mitocondrial utilizados para avaliagdo da interferéncia de compostos sobre a
fOSTOTTIAGAO OXIAALIVAL ...veeevieciiiiceiiie ettt ettt et et et e e e etae e e e ereeeaaeeeeareeesaaeeennns 30
Figura 13 — Desacoplamento da transferéncia de elétrons e da sintese de ATP por agdo do
desacoplador quimico FCCP (a esquerda) e a dissociagdo do seu proton (a direita)............... 32
Figura 14 — Mecanismo do processo de morte celular programada (apoptose)..................... 34
Figura 15 — (A) Espectro de UV-Vis dos nanobastdes de ouro sintetizados e (B) sua respectiva
microscopia eletronica de tranSMISSAO. .. ....ceueeerrrerrriieersrieertieereeeieeeesreeessseesssaeessseesnsassseesssseannns 42
Figura 16 — Espectros de UV-Vis de nanobastdes de ouro. (A) Comparacdo antes € apds a
lavagem e (B) comparacao com os AuNRs tratados com BSA..........ccccoooviiiiiiiiiiiiniiiieiiees 43
Figura 17 — A preseng¢a dos AuNRs provocou uma diminui¢do no oxigénio consumido de
forma dose-dependente. A figura € representativa de 3 experimentos independentes realizados
em duplicata. p < 0,05. MITO = mitocondria, OLIGO = oligomicina........c.cccevuerveeueennuennne 43
Figura 18 — Consumo de oxigénio nos estados III, IV e Vccer (A), Controle Respiratério e
Razao ADP/O (B). As barras representam a média = S.D. (n = 3). p < 0,05. OLIGO =
0] DT 0 101 To3 10t HO SRR 44
Figura 19 — Influéncia de AuNRs na morfologia de mitocondrias isoladas por imagens de
microscopia de transmissdo. Imagens representativas de mitocondrias controle (A) e com

tratamento (B) de nanobastdes de ouro a 100uM. Escala de 500 nm...........cccoeevvveiiieiinnnennns 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Relagdo de reagentes e solventes utilizados no trabalho



ABREVIATURAS

AG° variagdo de energia livre de Gibbs

ApH variagdo de potencial de hidrogénio

AY variagdo de potencial elétrico

ADP adenosina difosfato

ATF fator indutor de apoptose

ANT translocador de nucleotidios de adenina
Apaf-1 fator ativador de proteases pro-apoptéticas
Asp aspartato

ATP adenosina trifosfato

AuNRs nanobastdes de ouro

BSA albumina sérica bovina

PTPM poro de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial
CCCP carbonilcianeto-m-clorofenilidrazona

CsA ciclosporina A

CTAB brometo de cetiltrimetilamonio

Cys cisteina

EGTA acido etileno glicol tetracético

EROs espécies reativas de oxigénio

FADH, flavina-adenina dinucleotideo reduzido
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1.0 INTRODUCAO

Desde a revolugdo tecnoldgica do século XX, o homem vem buscando produzir
objetos de consumo cada vez menores, fendmeno denominado de miniaturizagdo (IDGNOW,
2018). Hoje ¢ facilmente possivel observa-lo em aparelhos eletronicos como celulares,
smartphones e, principalmente, computadores (BASF, 2018). Atualmente estes aparelhos
estdo processando informacdes cada vez mais rapido, realizando mais funcdes e
incrivelmente, ocupando menores dimensoes (CARLES; HERMOSILLA, 2008).

Richard Feynman, Nobel de Fisica de 1965, ja havia dito que como os materiais que
nos rodeiam sio feitos de atomos, o limite de miniaturizagdo de um dispositivo seria
alcancado quando o tamanho dos seus componentes fosse pouco maior que o dos atomos. O
raio atomico tedrico do carbono, por exemplo, mede 67 picometros, que equivale a
0,000000000067 metros (ASTRONOO, 2018). Em 1959, ministrando uma palestra intitulada
“Ha mais espagos 14 embaixo”, Feynman sugeriu a manipulagdo da matéria em escala atomica
encorajando varios estudante a se langarem em uma area até entao desconhecida, mas que ele
considerava promissora. Assim ele foi um dos primeiros a descrever o que atualmente
conhecemos como nanociéncia (FEYNMAN, 1960).

A nanociéncia ¢ a ciéncia que estuda os materiais cujos tamanhos de suas particulas
encontram-se na faixa dos nandometros, que equivalem a 10°m. Esses nanomateriais, que
podem se apresentar de diversos tamanhos e formas,possuem ao menos uma dimensao na
escala nanométrica, abaixo do tamanho critico capaz de lhes conferir novas propriedades
(ZARBIN, 2007). Com isso, uma gama de aplicagdes pode ser explorada tornando essa classe
de materiais uma das mais promissoras (DURAN, 2007).

Dispositivos eletronicos com maior sensibilidade, cosméticos com maior eficiéncia, e
farmacos com maior seletividade sdo alguns dos beneficios que a nanotecnologia promete
trazer a sociedade. Contudo, talvez seja nesta ultima area, a terapéutica, que a nanotecnologia
demonstre sua incrivel capacidade de inovagdo e beneficio a humanidade. De fato, devido a
suas propriedades particulares, nanoparticulas de ouro tém sido amplamente estudadas na
terapéutica de diversas patologias, inclusive do cancer (WANG et al., 2011). O cancer,
manifestada sob varios tipos ¢ a patologia, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA),
responsavel por 8,2 milhdes de mortes a cada ano, 13% de todas as mortes no mundo todo.

No Brasil a expectativa ¢ de 1,2 milhdo de novos casos de cancer entre 2018 e 2019. Segundo
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a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apesar do enorme investimento em seu combate o
numero de novos casos de cancer continuard aumentado.

Assim, o cancer se tornou uma das patologias mais temida em todo o globo e,
consequentemente, varios estudos tém como finalidade encontrar um tratamento cada vez
mais eficaz para tal. Nesse intuito, Wang e colaboradores (2011) demonstraram em um estudo
a acdo anticancerigena de nanobastdes de ouro revestidos com albumina sérica bovina (BSA)
causando morte de células tumorais através de danos mitocondriais. Essas estruturas
demonstraram seletividade por células cancerigenas ndo afetando células normais.

A mitocondria ¢ uma organela presente no citoplasma, muito importante no processo
metabdlico, pois apresenta como principal finalidade a producdo de energia na forma de
moléculas de ATP, necessaria para a realizagdao das funcdes vitais da célula. A producdo dessa
molécula ocorre através do acoplamento do funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons e a fosforilagcdo oxidativa que ocorrem nos complexos enzimaticos existentes na
mitocondria (NICHOLLS, 2013).

Com a finalidade de desenvolvimento de novas terapias seletivas alternativas, as
diferencas metabolicas em uma célula tumoral, tais como o redirecionamento da glicose
descrito por Hay (2016), podem ser exploradas. As células tumorais dependem em maior
proporcao da via glicolitica para geracdo de ATP e o uso de um inibidor dessa via pode
desencadear a morte destas células. Assim, possuindo um papel importante tanto no
metabolismo da glicose, quanto no processo de indu¢ao de morte celular, a mitocondria
constitui-se um alvo terapéutico para o desenvolvimento de novas drogas de combate ao
cancer (SHIM et al. 1997).

Dessa forma, o presente estudo se propds a investigar como nanoestruturas podem
afetar a geracdo de ATP, através da avaliacdo, in vitro, da influéncia de nanobastdes de ouro

na cadeia transportadora de elétrons de mitocondrias isoladas de figado de rato.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOMATERIAIS

Atualmente a utilizacdo de diferentes materiais em diversas atividades humanas ¢
bastante disseminada. Seja para a obten¢do de novas propriedades, caracteristicas e fungdes,

ou para o melhoramento das mesmas, o homem vem pesquisando ao longo do tempo novos
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materiais. A utilizagdo, dominio, desenvolvimento e exploracdo destes materiais tém uma
profunda influéncia no desenvolvimento social e estdo relacionadas a aspectos
socioecondmicos, culturais, geograficos, demograficos, ambientais, entre outros (ZARBIN,
2007).

A relagdo entre a Quimica e os materiais ¢ muito mais antiga que a propria Quimica
(enquanto um ramo independente da ciéncia), apesar da existéncia ¢ o reconhecimento da
“Quimica de Materiais” como uma subdivisdo da Quimica ser relativamente recente, entre os
anos de 1980-1990 (ZARBIN, 2007). A Quimica de Materiais se trata de uma area inter e
multidisciplinar, que integra conhecimentos e habilidades das quatro divisdes classicas da
Quimica e cruza as fronteiras entre a Quimica e a Fisica, a Quimica e a Biologia, a Quimica e
as Engenharias. Sendo assim de ampla importancia no estudo da Quimica e,
consequentemente, para o desenvolvimento da sociedade moderna (ZARBIN, 2007).

Esse campo de estudo classifica os materiais em cinco diferentes categorias, de acordo
com algumas de suas estruturas ou propriedades mais caracteristicas, sdo eles: metais,
polimeros, ceramicas, semicondutores e compdsitos. No qual os materiais metalicos sao
constituidos de elementos metalicos (puros ou em combinagao, originando as chamadas ligas
metalicas), como ferro, cobre, aco, bronze etc. Polimeros sdo compostos macromoleculares,
de origem natural ou sintética, formados pela repeticdo de um grande nimero de unidades
quimicas estruturais. Semicondutores apresentam condutividade elétrica intermedidria entre
0s metais e os isolantes, ¢ mecanismo de conducao diferenciado dos metais. E compositos sao
materiais formados pela combinagdo de dois ou mais diferentes materiais, produzindo
propriedades uUnicas e sinergéticas, diferentes daquelas de seus componentes individuais
(ASKELAND, 1994).

Entretanto, nos ultimos anos, nenhuma classe de materiais tem despertado tanto
interesse quanto os materiais obtidos em escala nanométrica — os nanomateriais. O estudo de
materiais cujos tamanhos das particulas que os constituem encontram-se na faixa dos
nandmetros (nm que equivale a 10® metros) ganhou importancia significativa a partir do final
do século XX (GALEMBECK et al., 2003).

Essa ciéncia que ja se mostrava tdo promissora, hoje apresenta varias aplicagcdes. Em
cosméticos para uma melhor emulsdo do produto, e assim permitir uma distribuicdo mais
homogénea dos ingredientes ativos nas camadas da pele. Em fidrmacos para uma maior
seletividade e eficiéncia do principio ativo. Na eletronica para aplicacdes que necessitem de

escala nanométrica para maior sensibilidade e precisdo. Produtos de limpeza no qual
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nanoparticulas de prata sdo usadas com atividade antibacteriana e desinfetante. Para reforgar
materiais e diminuir sua densidade através da utilizagdo de nanotubos de carbono. Em roupas
para obtengdo de superficies superhidrofobicas, autolimpantes e livres de odor. Para
decomposicao de contaminantes aéreos através de nanoparticulas de dioxido de titdnio. Entre
outras aplicacdes como tintas, Ooculos de sol anti-reflexivo e para tratamento de agua
(nanoceramicas) (DURAN, 2007).

Ao se falar das varias aplicacdes dos nanomateriais, no entanto, se faz necessario
enfatizar os impactos ambientais que sua utilizagdo pode causar, pois assim como mercurio €
elementos radioativos (uranio, por exemplo) nanoparticulas sdo perigosos poluentes
ambientais capazes de se acumular ao longo da cadeia alimentar aquatica, com grave risco
para a saide animal e humana (BOURDINEAUD, 2013). Kaegi (2008) havia demonstrado
que nanoparticulas de dioxido de titdnio usadas em pinturas exteriores comuns de fachadas de
edificios podiam atingir a superficie das aguas através da chuva, assim como Ferry (2009)
também demonstrou que uma unica dose de nanoparticulas de ouro pode ser transferida
através da agua para plantas, mariscos, caracois, camarao e peixe. Entdo uma maior utilizagao
de nanomateriais exige também um maior cuidado no descarte deles.

Segundo Zarbin (2007), de um modo geral, todas as propriedades dos materiais
(6ticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas entre outras), manifestam-se a partir de
um determinado tamanho, chamado de critico. A Figura 01 mostra como diferentes cores de
solu¢des de ouro coloidal podem ser obtidas modulando os tamanhos das nanoparticulas. E,
frequentemente, para um mesmo material o tamanho critico ¢ diferente para cada uma das
suas propriedades (por exemplo, o tamanho critico para propriedades Oticas de um
determinado nanomaterial pode ser 20 nm, enquanto que para as propriedades magnéticas
pode ser 80 nm). Além disso, quando abaixo do tamanho critico, as propriedades do material
dependem também da forma das particulas, ou seja, nanoparticulas esféricas com didmetro de
5 nm tém propriedades diferentes daquelas encontradas para o mesmo material, mas com

nanoparticulas na forma de bastdo com 5 nm de comprimento.
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Figura 01: Cores das solugdes de ouro coloidal em fun¢do do tamanho das nanoparticulas.

18nm 250nm

Fonte: MIGUEL, 2012.

Através do controle do tamanho e da forma das particulas de materiais ja conhecidos,
podem ser preparados novos materiais, com novas propriedades e possibilidades de utilizagao.
A alta razdo superficie/volume e o fato de que os portadores de carga, em nanomateriais,
ficam confinados nas dimensdes reduzidas das particulas, sdo alguns dos fatores que
contribuem para esta realidade (ZARBIN, 2007). Desta forma, todas as 5 classes de materiais
(metais, polimeros, ceramicas, semicondutores e compositos) podem ter suas propriedades
moduladas sem que se altere sua composi¢do quimica e/ou estrutura tridimensional, mas tinica
e tdo somente pelo controle do tamanho e formato de suas particulas. E as inimeras técnicas
atuais de producao de nanoparticulas metalicas permitem a obteng¢ao de diversos tamanhos e
formas geométricas (Figura 02), como tridngulos e bastdes, além da tradicional forma

esférica (PEREIRA, 2009).

Figura 02: Micrografias de diferentes formas geométricas de nanoparticulas de ouro em Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET). Nanoesferas, nanopirdmides, nanobastdes, nanoprismas e
nanohastes, respectivamente.
-

Fonte: LUNA, 2017.

Zarbin (2007) define nanomateriais como materiais nos quais uma de suas dimensodes
em escala nanométrica atinge o tamanho critico manifestando uma nova propriedade. E que

sO existe um nanomaterial se existir uma propriedade que se manifesta exclusivamente devido
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ao tamanho reduzido, e esta propriedade ¢ diferente do material massivo. Zarbin (2007)
também explica que se temos um composto contendo particulas esféricas de 200 nm, mas
todas as propriedades deste composto t€ém tamanhos criticos inferiores a 150 nm, este material

estd acima do tamanho critico de todas as suas propriedades e ndo ¢ considerado um

nanomaterial, apesar de ter particulas em dimensdes nanométricas.

2.2 NANOBASTOES DE OURO

Devido a menor reatividade das nanoparticulas esféricas em virtude do seu menor
potencial de superficie quando comparada as demais formas, elas sdo mais estaveis
termodinamicamente e, por isso, sdo de mais facil obtengdo. Porém, dependendo da
concentracdo da fonte metélica e da presenca de compostos quimicos, os chamados agentes
direcionadores de crescimento, outras morfologias como tetraedros, cubos, prismas, cilindros,
estrelas e discos, podem ser obtidas (Da SILVA et al., 2013). E dentre todas as formas
possiveis de nanoparticulas de ouro, os nanobastdes (AuNRs) tém recebido destaque devido a
suas propriedades Opticas particulares, que os langam como potencial material para diversas
aplicacdes em catalise, eletronica e Optica ndo linear, além de aplicacdes bioldgicas e
biomédicas devido a facilidade de modificagdo quimica (NIIDOME et al., 2006).

Como, em geral, as nanoparticulas sdo termodinamicamente instdveis e¢ tém a
tendéncia natural de se agregarem e crescerem, o desafio do Quimico de Materiais consiste
em preparar nanomateriais estaveis (ou seja, que permane¢am nesta escala de tamanho sem
sofrer decomposi¢do e sem agregagdo e crescimento) e monodispersos, tanto com relagcdo ao
tamanho quanto com relagdo a forma de suas particulas, que possam ser manipulados,
dispersos, depositados sobre substratos, sem perder suas caracteristicas. Nesse intuito, novas
rotas de sintese para os mais diferentes nanomateriais (e o preparo de diferentes nanomateriais
através de adaptacdes em rotas ja conhecidas) sdo descritas na literatura, juntamente com a
descoberta de novas propriedades e possibilidades de aplicagdo (ZARBIN, 2007).

Especificamente para nanobastdes, a rota sintética mais utilizada para a sintese foi
descrita por Jana e Murphy (2001). Conhecido como Seed Mediated, esse método envolve
uma solugdo semente ¢ de crescimento. Na solugdo semente, a fonte de ouro (HAuCls) ¢
reduzida por um agente redutor forte (NaBH4), conforme a Equacido 01, na presenga de
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), iniciando um processo de nucleagdo em que as

sementes, nanoparticulas de 3,5 a 4,0 nm de didmetro, sdo formadas. J4 na solucdo de
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crescimento, a mesma fonte de ouro (HAuCls) sofre reducdo de um agente redutor moderado
(acido ascorbico) em presenca de CTAB e nitrato de prata. Até que a adicdo das particulas
sementes na solucdo de crescimento promova a formagdo de AuNRs. Os AuNRs podem ser
obtidos com diferentes razdes de comprimento e largura em fun¢do das condi¢des de sintese

(Da SILVA et al., 2013).

HAuCls(aq) + NaBHa(aq) — Au(s) + 5/2Hx(g) + NaBCls(aq) Equacao 01

No método mediado por semente, a presenga de um direcionador de crescimento ¢
fundamental para a formacdo dos nanobastdes de ouro. O CTAB ¢ o surfactante mais
utilizado nesse processo, ele € capaz de formar uma bicamada sob as facetas laterais dos
nanobastdes que direcionam o crescimento nas pontas (Figura 03). Porém a presenca desta
camada de revestimento de CTABTr trds uma alta toxicidade aos AuNRs frente aos sistemas

bioldgicos (WANG et al., 2008).

Figura 03: Dindmica de formagio de nanobastdes de ouro pelo método mediado por semente.

CTAB
Au
@ Sementes

Fonte: Da SILVA, 2014

E para a caracterizagdo dos nanobastdes de ouro sao exploradas suas propriedades
especificas, que envolvem coloragdo intensa e dicroismo. Pois quando a luz interage com
particulas muito menores que o comprimento de onda incidente ¢ capaz de induzir a formacao
de um dipolo através da oscilacdo coletiva dos elétrons na superficie metélica (Figura 04). E
para sair desta condi¢do energeticamente desfavoravel, surge uma forca restauradora fazendo
com que os elétrons oscilem ordenadamente. Sendo este fenomeno conhecido como
Ressonadncia de Plasmon de Superficie (RPS), no qual as bandas de absor¢do para os

nanobastdes de ouro aparecem na regido visivel. (BONIFACIO, 2006; BOHREN, 1983).
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Figura 04: Interagdo da luz com uma nanoparticula esférica promovendo a oscilagdo coletiva dos
elétrons.
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Fonte: NUNES, 2017.

Como as bandas de absorcao das nanoparticulas sdo reflexo da oscilagdao coletiva dos
elétrons em sua superficie (RPS), a modificagdo do tamanho ou da forma da particula induz
uma modificagdo nas bandas de plasmon. Nanoparticulas de ouro anisotrdpicas, como
bastdes, tendem a apresentar mais de uma banda de absorcao, devido a oscilagdo dos elétrons
em mais de uma direcdo como ¢ mostrado na Figura 05-B. Diferente de uma nanoparticula de
ouro esférica, que apresenta apenas uma banda de plasmon, em decorréncia da formagao do

campo eletromagnético unidirecional em sua superficie demonstrado na Figura 05-A
(PEREIRA, 2009).

Figura 05: Bandas correspondentes a ressonancia de plasmon de superficie de nanoparticulas de ouro
(A) esféricas e (B) bastdes.
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Fonte: NUNES, 2017.

E importante destacar que, em aplicacdes biomédicas, antes de se atingir uma fase
clinica se faz necessario entender os potenciais riscos do uso de nanobastdes de ouro na satde
humana e no ambiente. Como ja citado, as moléculas de CTAB oriundas do processo de

sintese apresentam alta toxicidade, devido a sua caracteristica anfifilica (cabeca hidrofilica e
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cauda hidrofobica) capaz de causar lise das principais membranas biologicas(HUANG;
NERETINA; EL-SAYED, 2009; HEYDARIAN et al., 2013). Contudo, grande parte das
moléculas de CTAB pode ser removida do sistema através de diferentes técnicas de lavagem
(centrifugagdo e dialise) reduzindo a sua toxicidade frente a sistemas biologicos (HUANG;
NERETINA; EL-SAYED, 2009). Mesmo assim, a modifica¢do da superficie dos nanobastdes
através da adicdo de moléculas biocompativeis (bioconjugacdo) ¢ a estratégia normalmente
usada para mascarar o CTAB residual preso nessa superficie (HUANG; NERETINA; EL-
SAYED, 2009).

A principal metodologia utilizada para modificacdo da superficie de nanobastdes de
ouro ¢ através de sua interacdo com a fun¢do orgéanica tiol (R-SH) ou dissulfeto (R-SS-R),
pois ja ¢ sabido que grupos tidis interagem fortemente com a superficie metdlica de ouro
(BARNGROVER; AIKENS, 2013). E de fato, grupos ti6is oxidam os atomos de ouro da
superficie das nanoparticulas liberando gés hidrogénio, formando grupos sulfetos fortemente
aderidos a superficie da particula (Figura 06), conforme foi percebido por Matthiensen e

colaboradores (2012).

Figura 06: Esquema da equacgdo quimica responsavel entre a interacao Au-S.
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Fonte: NUNES, 2017.

Assim, constituida por 585 aminoacidos com sequéncias compostas de 17 pontes
dissulfeto e um grupo tiol livre (Cys 34), a proteina albumina presente, por exemplo, no
plasma sanguineo, tem sido amplamente utilizada em estratégias de bioconjugacdo (HE;
CARTER, 1992; ALKILANY et al., 2009). Ela, entre outros componentes sé€ricos, pode se
ligar a superficie das nanoparticulas de ouro através de adsor¢do eletrostatica ou interacao
hidrofobica com os agentes de superficie ou através de uma ligacdo direta a superficie do
ouro. A grande vantagem do uso de componentes séricos como agentes passivantes estd no
fato deles proporcionarem a internalizagdo celular destas nanoparticulas, que se da,

majoritariamente, via endocitose mediada por clatrina' (WANG et al. 2011).

! Segundo Alberts (2010) se trata de uma proteina que desempenha um importante papel no processo de
formagao de vesiculas membranares no interior das células eucariontes, as quais sdo responsaveis pelo transporte
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Hoje se sabe sobre a alta afinidade do residuo de cisteina 34, presente na albumina,
pelo ouro I (Au"); que a interagdo de grupos tidis terminais, como o presente na cisteina,
ocorre através do mecanismo elucidado por Matthiensen e colaboradores (2012); que a
presenca da proteina sérica albumina na superficie de nanobastdoes de ouro (Figura 07A) ¢
capaz de alterar o pladsmon de superficie dessas particulas e que durante a incubacdo com
albumina a 10%, a banda de extingdo referente ao plasmon de superficie longitudinal sofreu
um deslocamento batocromico (SHALL,1989; MATTHIESEN et al., 2012; WANG et al.,
2011).

Figura 07: (A) Deslocamento na regido do infravermelho préximo dos nanobastdes de ouro incubados
com albumina sérica bovina (BSA) e (B) esquema de interagdo do BSA com os nanobastdes.
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Fonte: WANG et al. 2011.

2.3 METABOLISMO E MITOCONDRIA

Ao conjunto de transformagdes quimicas que ocorrem em uma c€lula ou em um
organismo vivo dad-se o nome de metabolismo. E esse conjunto de transformacgdes tem, além
da obtencdo da energia, a funcdo de conversdo de nutrientes em precursores de
macromoléculas, polimerizacdo de precursores monoméricos e sintese e degradagdo de
biomoléculas necessarias para funcdes celulares especificas. O metabolismo também se
encontra dividido em catabolismo e anabolismo, onde o catabolismo envolve reacdes de

degradacdo de moléculas nutrientes em produtos menores (dcido latico e COy) liberando

de material proveniente da membrana plasmatica, entre os compartimentos endossomais e da face trans do
aparato de Golgi.
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energia que pode ser conservada na forma de uma ligacdo de fosfato presente no ATP,

trifosfato de adenosina (NELSON; COX, 2014).

Figura 08: Estrutura quimica (A) e modelo molecular tridimensional (B) do trifosfato de adenosina
(ATP) com base em dados de difracdo de raios-x.
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Fonte: ATKINS (2002) e KENNARD (1971).

Essa liberagdo de energia se da pelo fato de ocorrer uma diminui¢dao da energia livre
de Gibbs (G) desse sistema com a hidrélise do ATP (Equagao 02), gerando uma variacao de
energia livre padrao (AG®) negativa. Essa diminui¢ao do potencial energético ocorre devido a
formagdo de produtos, ADP (adenosina difosfato) e P; (fosfato inorganico, PO+*), mais
estaveis que os reagentes, pois a entropia dos produtos ¢ maior que a dos reagentes, além da
molécula de ATP apresentar repulsdo entre os atomos de oxigénio com excesso de carga
negativa (Figura 08A) ¢ o P; ser estabilizado por ressonancia. Essa energia liberada ¢
utilizada para o organismo vivo realizar suas fung¢des, assim como para transformacao de
moléculas simples (carboidratos, 4cidos graxos e aminoéacidos, por exemplo) em moléculas
maiores ¢ complexas como lipideos, polissacarideos e proteinas, processo denominado de
anabolismo. Essa energia pode ser obtida também através do poder redutor das coenzimas e

FADH; NADH, NADPH produzidas na fase catabdlica (NELSON; COX, 2014).
ATP*+ H,0 —ADP*+ P> +H" (AG°=-30,5k)J/mol) Equacio 02

Devido a sua interposi¢@o entre o trato digestivo e a circulagdo geral do organismo, o
figado desempenha uma fungdo central no metabolismo. Esse orgdo recebe grandes
quantidades de nutrientes que sdo absorvidos por meio do trato digestivo e veia porta. Tem os
hepatdcitos (Figura 09) como principais células funcionais, e realiza principalmente a

captag¢do de aminoacidos, lipidios, carboidratos e vitaminas, com subseqiiente armazenamento
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(se necessario), conversdo metabdlica e liberacdo no sangue e bile. O figado ¢ também o
principal 6rgdo envolvido na biotransformagdo de substancias exdgenas (xenobidticos), com
capacidade de converter compostos hidrofobicos em hidrossoluveis, mais facilmente

eliminados pelo organismo (GUILLOUZO, 1998), dentre diversas outras fungdes.

Figura 09: Hepatdcitos isolados por técnica de perfusao hepatica utilizando colagenase, fixados ¢
corados por hematoxilina/eosina. Aumento de 1000 vezes.
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Fonte: Dos REIS, 2014.

Nesse contexto, o citocromo P450 (presente em todo o organismo, porém em maior
concentracdo no figado) ¢ o mais importante sistema enzimatico capaz de metabolizar
xenobidticos, sendo capaz de catalisar tanto vias de oxidacdo quanto de redugdo
(DANIELSON, 2002). Assim, devido a essa fungdo, varios fatores contribuem para a
toxicidade quimica do figado, tornando o 6rgao alvo de varias classes de toxicantes e toxinas
naturais. Nos hepatdcitos, o processo metabolico de biotransformagdo destes xenobioticos
hidrofobicos pode gerar metabodlitos ativos toxicos (apesar de essas células terem mecanismos
capazes de combaté-los) ndo acoplados as reagdes conjugadas protetoras, responsaveis por
transforma-los em substancias hidrofilicas, capazes de serem eliminadas mais facilmente do
organismo pela excrecdo renal. Outros mecanismos de interagdo do toxicante envolvem
efeitos secundarios, dentre eles, deplecdo de moléculas celulares tais como ATP e GSH
(glutationa reduzida); producdo de radicais livres; danos oxidativos principalmente para a
membrana lipidica; ligagdo covalente de metabolitos reativos em moléculas celulares
importantes e colapso do gradiente de ions regulatorios (MEYER; KULKARNI, 2001). Além
disso, o figado ¢ o 6rgdo de primeira passagem de qualquer farmaco que seja administrado via
oral, por esse motivo ¢ tdo importante a avaliacdo do funcionamento hepatico frente a

diferentes drogas (NELSON; COX, 2014).
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Como as mitocondrias sdo as organelas envolvidas tanto no metabolismo produtor de
energia quimica (ATP) para realiza¢do de todos os processos vitais de células aerdbicas, como
na producdo de radicais livres, que levam a danos oxidativos, morte celular por necrose ou
apoptose, entre outras fungdes, elas s3o um alvo muito importante na analise da influéncia de
agentes exogenos nos organismos vivos. Elas s3o, segundo Daum (1985), organelas
intracelulares que ndo apresentam formas e dimensdes fixas, sendo estas caracteristicas
dependentes do estado metabolico dos tecidos nos quais se localizam. Normalmente as
existentes no parénquima hepatico apresentam dimensoes de 0,45 pm de didmetro e 4,42 um
de comprimento. E o nimero de mitocondrias por hepatocitos varia de 800 (SCHEFFLER,
2008) a 1312 mitocdndrias/célula, o que representa em torno de 17% do volume celular (VAN
GURP et al., 2003).

Essas importantes organelas foram descritas pela primeira vez em 1857 por Rudolph
Albert Von Kollinker, como compartimentos citoplasmaticos granulares presentes em
musculo, denominados sarcossomos de Kollinker. Mais tarde, varios estudos com
denominagdes diferentes para a mesma organela foram publicados, entre os quais em 1898
Benda referiu-se a esta organela como “mitochondrion”, do grego mito (filamento) e
chondrion (particula), que foi considerado o termo que melhor refletia a caracteristica
morfoldgica mais comum dessa organela e foi o mais aceito para descrevé-la do final de 1930
em diante (LIESA et al., 2009). No inicio do século XX, devido aos avangos na microscopia,
as primeiras observagdes confidveis da dindmica mitocondrial foram possiveis, como os
eventos de fusdo e fissdo em células vivas de galinha (LEWIS & LEWIS, 1914). Somente em
1948, Hogeboom, Schneider e Palade conseguiram isolar mitocondrias intactas de figado de
rato através de centrifugacdo diferencial (LEHNINGER, 1964). Um ano depois, os
bioquimicos Eugene Kennedy e Albert Lehninger demonstraram que a mitocondria ¢ a
responsavel pela sintese do ATP associada a oxida¢do de coenzimas (NADH+ H' e FADH,).
E a partir dai varios outros trabalhos foram realizados ao longo dos anos buscando desvendar
as fungdes dessas organelas (RONCHI, 2010; VERCESI et al., 2018).

Fruto dessas pesquisas, hoje se sabe que as mitocondrias t€ém duas membranas. Uma
externa permeavel a moléculas pequenas (M;< 5000) e a ions, que se movem livremente
através de canais transmembrana, formados por uma familia de proteinas chamadas porinas. E
uma membrana interna impermedvel & maioria das moléculas pequenas e ions, incluido
protons (HY), porém a existéncia de transportadores especificos permite a passagem seletiva

de algumas espécies. E como mostra a Figura 10A, a membrana interna delimita uma regiao
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chamada matriz mitocondrial. E nessa regido que se encontra o complexo da piruvato
desidrogenase e as enzimas do ciclo de Krebs, da via de B-oxidacdo de acidos graxos e todas
as vias de oxidacdo de combustiveis, exceto a glicdlise, que ocorrem no citosol (NELSON;

COX, 2014).

Figura 10: Estrutura (A) e sec¢@o transversal vista em microscopia eletronica (B) de uma mitocondria.
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Fonte: adaptado de SOBIOLOGIA (2018) e ALBERT (2010).

A permeabilidade seletiva da membrana interna separa os intermediarios € as enzimas
das vias metabolicas que ocorrem no citosol daqueles envolvidos nos processos metabolicos
que ocorrem na matriz. Entretanto, transportadores especificos carregam piruvato, acidos
graxos e aminoacidos ou seus a-cetoacidos derivados para dentro da matriz, para que entrem
no ciclo de Krebs e sejam transformados produzindo coenzimas redutoras (NADH e FADH>),
para posterior producdo de ATP a partir de P; e ADP. Estes precursores do ATP sao
especificamente transportados para dentro da matriz apdés o ATP recém-sintetizado ser

transportado para fora (NELSON; COX, 2014).

2.4 CADEIA TRANSPORTADORA DE ELETRONS E FOSFORILACAO
OXIDATIVA

A mitocondria € responsavel pela sintese da quase totalidade do ATP necessario a
manutencdo da estrutura e fungdo celular. A produgdo dessa molécula pelas mitocondrias
ocorre através do acoplamento do funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e a
fosforilagdo oxidativa. No qual o ltimo se trata de um processo de conversdo de energia de
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oxido-reducdo em energia quimica na forma de ATP e envolve a enzima ATP-sintase
localizada na membrana mitocondrial interna. J4 a cadeia transportadora de elétrons (ou
cadeia respiratoria) se trata de uma série de complexos transportadores de elétrons que
convertem a energia de coenzimas reduzidas (NADH e FADH,) proveniente do catabolismo
de nutrientes em potencial de membrana mitocondrial, que ¢ a forga préton-motriz que
promove a fosforilagdo oxidativa (LEITE, 2010; NICHOLLS, 2013).

De uma forma mais detalhada, o inicio da producao de ATP via fosforilagdo oxidativa
se da pela oxidagdo de moléculas de glicose, acido graxo e aminodcidos para geracao de
acetil-CoA. Em seguida esses grupos acetil sdo introduzidos no ciclo de Krebs e oxidados, ¢ a
energia liberada nessa etapa ¢ conservada nos transportadores de elétrons reduzidos NADH,
FADH>, ¢ em uma molécula de GTP/ATP. Entdo na cadeia transportadora de elétrons as
coenzimas reduzidas sdo oxidadas a NAD" e FAD" pela NADH-desidrogenase (complexo 1) e
succinato-desidrogenase (complexo II), desfazendo-se dos protons (H") e liberando elétrons
(Figura 11). Entdo esse complexo enzimatico transfere seus elétrons a forma oxidada da
coenzima Q, ou ubiquinona, gerando a forma reduzida desta coenzima (QH>), ubiquinol, e o
complexo II (succinato-desidrogenase) transfere elétrons para a coenzima Q a partir da
oxidacdo do succinato resultando também a reduzindo. A ubiquinona possui um carater
hidrofobico e, dessa forma, ¢ capaz de se difundir livremente na camada lipidica da
membrana interna da mitocondria. O complexo III transporta os elétrons da ubiquinona até o
citocromo c. Na etapa final da cascata de oxirredugdo, o complexo IV completa a sequéncia

transferindo elétrons do citocromo ¢ para o O, formando agua (NICHOLLS, 2013).
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Figura 11: Modelo quimiosmotico de Mitchell mostrando o fluxo de elétrons entre os complexos
enzimaticos (cadeia transportadora de elétrons), com conseqiiente geragdo de um potencial quimico e
elétrico entre o espago intermembrana e a matriz mitocondrial. E a passagem de H" para matriz devido
a essa diferenca de potencial gerando ATP a partir de ADP e P; (fosforilacdo oxidativa).
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

Segundo Nelson e Cox (2014) essas transferéncias de elétrons sdo realizadas por
proteinas integrais com grupos prostéticos e proteinas ferro enxofre capazes de aceitar e doar
um ou dois elétrons. E através delas trés tipos de transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria sdo possiveis: transferéncia direta de elétrons, como na reducdo de Fe*" a Fe?';
transferéncia na forma de um atomo de hidrogénio (H" + ¢); e transferéncia como um fon
hidreto (:H"), que tem dois elétrons. Porém, as vezes, esses elétrons podem “vazar” para fora
desse sistema de transferéncia, movendo-se do succinato para o oxigénio molecular
produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs) como o radical superdxido (‘O ). Este gera
pela agdo da superperoxido dismutase outra espécie reativa, o peroxido de hidrogénio (H20,)
(BOVERIS & CHANCE, 1973), que reage com o Fe'? para produzir o radical livre hidroxil
("OH), considerado a espécie reativa mais danosa em sistemas biologicos. Estas espécies
reativas de oxigénio podem provocar sérias implicagdes, reagindo com enzimas, lipideos de
membranas e acidos nucléicos danificando-os.

Hoje se sabe que de 0,1 até 4% do oxigénio consumido pela mitocondria ¢ convertido
a radical superdxido durante a passagem dos elétrons pelos intermediarios da cadeia
respiratoria (NELSON; COX, 2014). Isso ocorre principalmente na passagem de elétrons do
Complexo I ao QHz (TURRENS & BOVERIS, 1980) e do QH> ao Complexo III (CADENAS
et al., 1977), pois envolvem o radical Q™ que pode passar um elétron ao O,. J4 o Complexo II
apresenta um grupo prostético (heme b) que reduz a freqiiéncia com que esses elétrons vazam.

Kowaltowski e Vercesi (1999) mostraram que o Ca®" é o principal agente estimulador da
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geracdo de EROs quando associado a um estimulo patologico. Isto pode ser explicado pela
ligagdo do Ca*" a cardiolipina, um fosfolipideo presente na membrana mitocondrial interna
em altas concentracdes (de 14 a 23%), causando alteragdes ultraestruturais das proteinas da
cadeia respiratdria, facilitando a producdo de ‘O, e consequentemente de ‘OH (Dos REIS,
2014).

Porém a produg¢do de EROs na mitocondria é um processo continuo e fisiologico, e
essa organela possui um eficiente sistema antioxidante composto pela enzima glutationa-
peroxidase (enzima tiolitica), enzima superdxido dismutase, glutationa reduzida (GSH),
NADPH, e vitaminas E e C. A fungdo desse sistema ¢ eliminar os radicais livres formados,
bloqueando a formacgdo de outras EROs deletérias como o radical livre hidroxil, reduzindo o
estresse oxidativo causado por essas espécies (KUMAR, V.; ABBAS, A.K.; ASTER, J.C,
2007).

Apesar de todos esses eventos associados a passagem de elétrons através da sequéncia
de complexos enzimaticos da cadeia respiratdria, a principal € mais importante conseqiiéncia
¢ 0 bombeamento de H" da matriz mitocondrial para o espago intermembranar (Figura 11),
contra um gradiente de concentracdo. E esse acumulo de cargas positivas gera um potencial
eletroquimico transmembranico que ¢ o elemento inicial do acoplamento entre a oxidacao de
substratos e a geracdo de energia quimica. O componente elétrico (AW) deste potencial atinge
valores de aproximadamente -180 mV no estado de repouso, enquanto o componente quimico
(ApH) oscila em até 1 unidade de pH. A ATP-sintase, ultimo grande complexo enzimatico da
membrana mitocondrial interna, ¢ constituida de duas regides distintas denominadas Fi,
solavel e localizada na matriz mitocondrial e a regido Fo, hidrofobica e inserida na membrana
mitocondrial interna. Como mostra a Figura 11, o fluxo de H" do espago intermembranar de
volta a matriz através das subunidades FoF; da ATP-sintase, desta vez a favor do gradiente,
permite a reacdo de fosforilacdo oxidativa, gerando ATP através de ADP e P; (MITCHELL,
1961).

A forga proton-motriz tem um papel tdo importante que a equagdo para a sintese de
ATP ¢, as vezes, escrita como mostra a Equacgao 03. Esta se demonstra satisfatoria, pois
quando mitocondrias isoladas sdo suspensas em um tampao contendo ADP, P; e um substrato
oxidavel como succinato pode-se observar que: o substrato ¢ oxidado (succinato produz
fumarato), oxigénio ¢ consumido e ATP ¢ sintetizado. O consumo de oxigénio e a sintese de
ATP encontram-se acoplados e dependentes da presenca de um substrato oxidavel, ADP e P;

(NELSON; COX, 2014). Chance e Williams (1955) demonstraram que o consumo de
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oxigénio aumentava a medida que substratos e ADP eram adicionados ao homogenato de
mitocondrias, e dividiram a fosforilagdo oxidativa em 5 estados (Figura 12): Estado 1
caracterizado pela presenga de mitocondrias; Estado 2, inicia com a adicdo de substratos
precursores de NADH, como os intermediarios do ciclo de Krebs ou succinato, para a cadeia
transportadora de elétrons, caracterizado pelo inicio da fosforilacdo devido a adigdo de ADP;
Estado 3 ou velocidade de fosforilagdo (Vi) € o mais importante estado, pois a adicdo de
ADP ativa a ATP-sintase a produzir ATP aumentando a atividade da cadeia transportadora de
elétrons e, conseqlientemente, o consumo de oxigénio, quando todo o ADP adicionado ¢
transformado em ATP, inicia-se o Estado 4 ou velocidade de repouso (V4) que também pode
ser induzido pela adicdo de inibidores especificos da ATP-sintase e ¢ caracterizado pela
diminuigao drastica do consumo de oxigénio atingindo um platd. E, por fim, a auséncia total
de oxigénio leva ao Estado 5.

ADP + P; + nH," — ATP + H,O + nHx' Equacio 03

Figura 12: Representagdo do método de avaliagdo da fosforilagdo oxidativa através da respiracdo
mitocondrial de acordo com a metodologia estabelecida por Chance e Willians (1955). No qual os
espagos delimitados de vermelho representam os principais estados da respiragdo mitocondrial
utilizados para avalia¢do da interferéncia de compostos sobre a fosforilagdo oxidativa.

Estado 2 Estado 3 Estado 4

Adigio de ADP
aumento da velocidade
no consumo de O,
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+
Substrato
respiratério
Fosforilagao do ADP
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ao consumo basal de O,
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o
@
L=
=}
E
=

Tempo (min)

Fonte: MAIOLI, 2012.
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Assim, ja que a energia de oxida¢do de substratos permite a sintese de ATP nas
mitocondrias é esperado que inibidores da passagem de elétrons para o Oz, como cianeto,
mondxido de carbono e antimicina A, bloqueiem a sintese de ATP. Fato interessante ¢ que o
inverso, que a inibi¢do da sintese de ATP bloqueia a transferéncia de elétrons, também ¢
verdadeiro. Esse acoplamento entre a oxidagdo e a fosforilagdo pode ser demonstrado usando
oligomicina, antibidtico toxico que nio interage com os carregadores de elétrons, mas se liga
a subunidade F, da ATP-sintase bloqueando o fluxo de H" do espago intermembranar de volta
a matriz. Isso inibe a sintese de ATP e, consequentemente, a transferéncia de elétrons através
da cadeia de transportadores até o O (NELSON; COX, 2014).

A explicagdo é que quando o fluxo de H" para dentro da matriz através do canal
protéico da ATP-sintase ¢ bloqueado, ndo existe nenhum caminho para o retorno dessas
cargas positivas para a matriz, porém o seu bombeamento para o espago intermembranar
continua com a cadeia transportadora de elétrons. Isso gera um grande gradiente de protons
que se acumula até que o custo (energia livre) para bombed-los para fora da matriz contra este
gradiente se iguale ou exceda a energia liberada para transferéncia de elétrons do NADH ao
02, levando o fluxo de elétrons (cadeia transportadora de elétrons) a parar (NELSON; COX,
2014).

Porém algumas estruturas podem desacoplar a fosforilacio oxidativa da cadeia
respiratoria, e assim catalisar a transferéncia de elétrons do succinato ou NADH para o O»
sem nenhuma sintese de ATP. Um exemplo ¢ a UCP1 (uncoupling protein 1), conhecida
como termogenina (NICHOLLS, 1976), essa proteina de 32 kDa localizada na membrana
mitocondrial interna foi primeiro identificada em tecido adiposo marrom. Em adaptacao ao
frio, ela € capaz de provocar um aumento da condutancia a protons na membrana mitocondrial
interna, permitindo a dissipacdo do gradiente eletroquimico de proétons, gerando calor. Mas o
desacoplamento pode ser induzido também por substancias quimicas como o carbonilcianeto-
m-clorofenilidrazona (CCCP) e o -carbonilcianeto-p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP),
acidos fracos com propriedades hidrofobicas que lhes permitem difundir através das
membranas mitocondriais. Eles podem liberar um proton depois de entrar na matriz na forma
protonada, dissipando assim o gradiente de protons (NICHOLLS, 1976; NELSON; COX,
2014).
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Figura 13: Desacoplamento da transferéncia de elétrons e da sintese de ATP por ac¢do do desacoplador
quimico FCCP (a esquerda) e a dissociacdo do seu proton (a direita).
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Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2014.

2.5 MORTE CELULAR

A mitocondria além de ter importancia central na manutengdo da vida através da
producdo de ATP, e tantas outras fungdes, estd envolvida também na morte celular,
constituindo assim um importante alvo celular para a acdo toxica de xenobioticos. Drogas
prejudiciais a mitocondria geralmente o fazem inibindo os complexos da cadeia
transportadora de elétrons; inibindo ou desacoplando a fosforilacdo oxidativa; induzindo
estresse oxidativo mitocondrial; ou inibindo a replicagdo do DNA. E essas agdes podem
induzir, como conseqiiéncia, varias condigdes patoldogicas que sao fatais ou podem aumentar a
progressao das doencas mitocondriais existentes (SCATENA et al., 2007; CHAN et al.,
2005).

Virias sdo as drogas e xenobidticos que fazem mal a fun¢cdo mitocondrial, assim como
altas concentracdes de metais. Isto tem sido demonstrado em mitocondrias de figado de rato
isoladas com perfluoro-octanoato e perfluoro-octanosulfonato (5-100 uM) (STARKOV e
WALLACE, 2002), para o pesticida metalocloro (0,4-5,0 pmol/mg de proteina) (PEREIRA et
al., 2009), para dioxina (20 uM) (MILDAZIENE et al., 2002), e para a acroleina (0,02-2
pmol/mg de proteina) (SUN et al., 2006). Nesta por exemplo, a concentracdao de 10 a 50 uM,
aumentou a formagdo de espécies reativas de oxigénio e causou hiperpolarizagdo da
membrana mitocondrial de células do pulmao humano (ROY et al., 2009). O cddmio também
¢ um potente modulador da fun¢do mitocondrial, inibindo a cadeia de transporte de elétrons,

estimulando o vazamento de protons da membrana mitocondrial interna e aumentando a
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producdo de espécies reativas de oxigénio, o que desencadeia muta¢des no DNA mitocondrial
(CANNINO et al., 2009). Assim como a exposicao a sistemas aquaticos poluidos (com metais
pesados ou poluentes organicos) revelaram que nas mitocondrias de figado de peixe Mugil
cephalus (tainha) houve uma diminuicao da atividade das enzimas da cadeia respiratoria e
ATP/ADP, e reduziu a atividade da superoxido dismutase mitocondrial (PADMINI et al.,
2009).

A interrup¢do da fungdo mitocondrial pode resultar em morte celular por necrose ou
pode sinalizar a morte celular por apoptose. A morte celular do tipo necrdtica na maioria das
vezes ¢ uma forma acidental e ndo controlada de morte celular que pode ser induzida por
injlria severa (dano fisico), estresse oxidativo, sobrecarga intracelular de Ca** entre outros.
Esse calcio encontra-se armazenado nos sarcolemas e quando alguma célula ¢ danificada ele ¢
liberado, sendo assim um sinalizador fisiolégico da morte celular. E durante a necrose os
eventos nao seguem necessariamente uma ordem, as principais caracteristicas desse evento
incluem aumento do volume celular (oncose) que leva a perda da integridade da membrana
plasmatica e extravasamento do contetdo citosélico, disfun¢do das organelas intracelulares e
perda da homeostase idnica intracelular (Na*, K*, CI', Ca*") (RONCHI, 2010).

Ja a apoptose, também chamada de morte celular programada, ¢ um processo no qual
c€lulas individuais morrem para o bem do organismo como o que ocorre na embriogénese, em
processos de metamorfose, de regulagdo do desenvolvimento e da renovacgao celular. E o
organismo conserva os componentes moleculares da célula (aminoacidos, nucleotideos, entre
outros). Essa via de morte celular ¢ induzida por um programa intracelular altamente
regulado, no qual as células destinadas a morrer ativam enzimas que degradam seu DNA
nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A célula apoptodtica exibe fosfatidilserina na face
externa de sua membrana plasmatica, tornando-se um alvo primario de células fagocitarias.
Esse mecanismo de morte pode ocorrer através de varias cascatas de sinalizagdo, as quais
podem ser divididas em: via extrinseca e via intrinseca (mitocondrial). A apoptose pela via
extrinseca ¢ caracterizada pela ativagdo de receptores de membrana localizados na superficie
celular que incluem o receptor de fator de necrose tumoral, o receptor CD95 (FAS) dentre
outros. Enquanto que a apoptose pela via intrinseca ¢ resultado de cascatas de eventos
intracelulares nos quais a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa tem papel
fundamental (NELSON; COX, 2014; DOS REIS, 2014; VERCESI et al., 2018).

Assim, eventos internos como lesdo do DNA, infec¢do viral, estresse oxidativo pelo

acumulo de EROs, choque térmico ou eventos que venham a inibir as fun¢des mitocondriais,
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fornecem o sinal para a morte da célula (Figura 14). A conseqiiéncia inicial ¢ um aumento na
permeabilidade da membrana mitocondrial externa, permitindo que o citocromo ¢ escape do
espago intermembranar para o citosol. Essa transi¢do de permeabilidade ¢ caracterizada, in
vitro, pelo inchamento das mitocondrias e pode ser inibida por pH 4cido, glutationa reduzida
(GSH) e ciclosporina A (CsA), redutores ditiolicos, dentre outros. Ela ocorre devido a
abertura do complexo do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial (PTPM), formado
pela agregacdo de varias proteinas, como por exemplo a ciclofilina D, o ANT, dentre outras
como as proteinas pertencentes a familia Bcl-2, no qual os membros Bcl-2 e Bel-XL inibem a
apoptose prevenindo a liberagdo do citocromo c; ja os membros Bax, Bid e Bak sdo proteinas

pro-apoptoticas (NELSON; COX, 2014; KOWALTOVISK at al. 2000; VERCESI et al.,
2006).

Figura 14: Mecanismo do processo de morte celular programada (apoptose).
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O citocromo c ao ser liberado no citosol liga-se ao ATP e interage com mondmeros da
proteina Apaf-1 (fator ativador de proteases pro-apoptoticas) levando a formagdo de um
apoptossomo, um complexo de alto peso molecular composto de sete moléculas de Apaf-1 e
sete moléculas de citocromo c. Ele causa a dimerizacdo da proteina procaspase-9, localizada
no espaco interemembranar mitocondrial gerando dimeros ativos de caspase- 9. As caspases
pertencem a familia das cisteinas proteases que tém a capacidade de reconhecer e clivar
proteinas apenas no lado terminal carboxil dos residuos de aspartato (Asp). As caspases
sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a condensagdo e fragmentagao
nuclear, externalizagdo de fosfolipideos de membrana que irdo sinalizar para essas cé€lulas
serem fagocitadas por macréfagos. Entdo, ao ser ativada, a caspase-9 catalisa a ativacao
proteolitica da caspase-3 (principal caspase executora da apoptose) e da caspase-7 que levam
a morte e a absor¢do da célula (NELSON ; COX, 2014; ZOU et al., 1999; KRAJEWSKI et
al., 1999; RAVAGNAN et al., 2002; NICHOLSON & THORNBERRY, 1997).

Além do citocromo ¢ e as pro-caspases, a via intrinseca da apoptose apresenta outros
fatores pro-apoptoticos do espaco intermembranar. Uma delas ¢ a proteina Smac/DIABLO
responsavel por inativar um grupo de proteinas citosélicas responsaveis pela inibicao de
caspases, além de atuar também na ativacao da caspase 3 (DU et al., 2000). Outros fatores
pro-apopitdticos sao a endonuclease G, que promove diretamente a fragmentagdo do DNA
nuclear (PARRISH et al., 2001), e uma proteina capaz de induzir a condensagdo da cromatina
nuclear de modo independente da ativagdo de caspases, chamada fator indutor de apoptose
(AIF) (SUSIN et al., 1999).

A disfuncdo mitocondrial atrelada a morte celular tanto por apoptose como por
necrose pode ocorrer devido ao estresse oxidativo associada a altas concentracdes de Ca®" na
matriz mitocondrial, que leva a transi¢ao de permeabilidade mitocondrial (TPM). Tal evento ¢
promovido pela oxidacdo de grupos tidlicos e caracterizada pela permeabilizagdo progressiva
da membrana mitocondrial interna, que se torna permedvel a agua, ions e outras moléculas
com peso molecular até 1,5 kDa, levando, in vitro, ao inchamento das mitocondrias com
conseqiiente possibilidade de ruptura da membrana externa. Entdo, se houver essa ruptura e a
mitocondria for incapaz de manter a producdo de niveis fisiologicos de ATP intracelular, a
morte celular serd por necrose e ocorrerd o esgotamento total dessa molécula energética,
porém se essa capacidade for mantida a mitocondria pode liberar fatores apoptogénicos, ja

que essa via requer uma quantidade minima de ATP intracelular (GREEN & REED, 1998;
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HALESTRARP et al., 2002; VERCESI et al., 2006; NICOTERA et al., 1998; RONCHI, 2010;
FERREIRA, 2013).

3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro, a influéncia de nanobastdes de ouro na cadeia transportadora de elétrons

de mitocondrias isoladas de figado de rato, bem como possiveis efeitos estruturais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [solar mitocondrias de hepatocitos de ratos;
e Avaliar a influéncia dos nanobastdoes de ouro no complexo I (NADH
desidrogenase) da cadeia transportadora de elétrons dessas mitocondrias;

e Observar o efeito dos nanobastdes de ouro na estrutura das mitocondrias.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Toda a vidraria utilizada foi lavada cuidadosamente com 4gua desionizada e etanol (70%)

e os reagentes e solventes utilizados estdo descritos na Tabela 01 abaixo:

Tabela 01: Relagdo de reagentes e solventes utilizados no trabalho.

Reagente/Solvente Marca

Proteina Sérica Bovina (BSA) > 96 % Sigma - Aldrich
Sacarose Nuclear
EGTA Sigma - Aldrich
HEPES Sigma - Aldrich
KCl Dindmica
MgClh Sigma - Aldrich
K,HPO, Sigma - Aldrich
Piruvato Sigma - Aldrich
Malato Sigma - Aldrich
a-cetoglutarato Sigma - Aldrich
Aspartato Sigma - Aldrich
Succinato Sigma - Aldrich
Rotenona Sigma - Aldrich
Oligomicina Sigma - Aldrich
Carboxicianeto-4- (trifluiorometoxi)- : .
fenilhidrazona (FCCP) Sigma - Aldrich
Adenosina difosfato (ADP) Sigma - Aldrich
Alcool etilico 96% Dindmica
Glutaraldeido Sigma - Aldrich
Paraformaldeido Sigma - Aldrich
Tetraoxido de 6smio Sigma - Aldrich

Cloreto de calcio

Sigma - Aldrich

Ferricianeto de potdssio

Sigma - Aldrich

Acetato de uranila

Sigma - Aldrich

Embed 812

Sigma - Aldrich

Fonte: AUTOR, 2018.
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4.2 METODOS

Com a finalidade de se alcangar os objetivos propostos, este trabalho foi dividido em
quatro etapas: isolamento de mitocondrias hepaticas, quantificacdo de proteinas, avaliagdo do
consumo de oxigénio mitocondrial e andlise estatistica. As reagdes de elaboracdo das
nanoestruturas hibridas formadas pela associagdo de moléculas bioativas com as
nanoparticulas de ouro, seguidas da sua caracterizagdo, foram realizadas pelo Grupo de
Catalise e de Reatividade Quimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas (GCaR/IQB/UFAL). E esta etapa nao fez parte do escopo do trabalho,
com principal abordagem na avaliacdo da atividade das mitocOndrias isoladas executada no
Laboratorio de Bioenergética (LaBio) do IQB/UFAL e as imagens de microscopia eletronica

de transmissdo das mitocondrias foram obtidas no Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz.

4.2.1 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS HEPATICAS

Devido, entre outras caracteristicas, a fisiologia dos ratos ser bem semelhante a dos
humanos, esse modelo animal foi escolhido como modelo experimental nesse trabalho. Entao,
ap6s aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (CEUA
63/2014), ratos Wistar da linhagem Rattus novergicus foram cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL) com média de 2 meses (peso < 200 g) e
mantidos no biotério setorial da Escola de Enfermagem e Farméacia da Universidade Federal
de Alagoas (ESENFAR/UFAL) em gaiolas de polipropileno (49 cm x 34 cm x 16 cm), com
grade aramada em aco inoxiddvel, sob temperatura de 22°C sem limitacdo de quantidade de
racdo e agua de acordo com Guide for the Care and Use of Laboratory Animals — Institute for
Laboratory Anima Research. Foram utilizados em estudos experimentais no intervalo de 60 a
80 dias de idade.

Assim, o isolamento de mitocdndrias hepaticas teve inicio com a eutanasia dos ratos
que foram selecionados para a analise através de deslocamento cervical, tiveram os 16bulos do
seu figado coletados, foram postos em tubo Falcon com uma solu¢do de 250 mM de sacarose,
5,0 mM de HEPES, 0,5 mM de EGTA e com pH 7,2 (MEIO I) e mantidos dentro de uma
caixa de isopor com gelo. Em seguida, o figado do animal foi picotado com uma tesoura (vale

salientar que todos os utensilios utilizados foram lavados com agua e alcool e mantidos no
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gelo) e lavado 3 vezes no MEIO I para eliminar o excesso de sangue (concorrente das
mitocondrias a absor¢ao de oxigénio).

Os fragmentos do figado picotado foram entdo levados a um homogeneizador de
Potter-Elvehjem, no qual o volume foi aferindo e completado para 35 ml com o MEIO I e
homogeneizado até que ndo ficassem fragmentos grandes do figado no meio. Esse processo
foi realizado também na presenca de gelo para reduzir a velocidade de morte celular. Assim,
utilizando a técnica de centrifugacdo diferencial segundo Schneider ¢ Hogebom (1951), o
homogenato proveniente dessa etapa foi entdo centrifugado a 2500 g por 5 min a 4°C, teve o
precipitado descartado e o sobrenadante novamente centrifugado a mesma temperatura, mas
com os outros parametros diferentes: 10.000 g por 10 min. E dessa vez a parte lipidica
superior foi retirada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em uma solu¢do de 250 mM de sacarose, 5,0 mM de HEPES, 0,3
mM de EGTA também com pH de 7,2 (MEIO 1II), e novamente centrifugado a 10.000 g por
10 min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
resultante foi ressuspenso em uma solugdo de 250 mM de sacarose , 5,0 mM de HEPES com
pH de 7,2 (MEIO III), numa concentracao de aproximadamente 100 mg de proteina por mL,
finalizando a etapa de isolamento mitocondrial. Essa suspensdao mitocondrial foi levada a um
ependorff que se manteve aberto (para possibilitar a respiracao das mitocondrias), mantida em

gelo e utilizada respeitando um limite maximo de até 3 horas apos o isolamento.

4.2.2 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Para que se mantivesse no meio de analise a mesma concentragao mitocondrial em todos
0s ensaios, apds esse isolamento se fez necessario saber o quao concentrada esta a suspensao
relacionando essa concentragao com a quantidade de proteina do meio. E para essa finalidade
foi utilizada a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976), no qual ¢ empregado o
corante azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250), principal constituinte do
reagenre de Bradford, em solucdo 4cida. A interagdo deste corante, no pH de reacdo, com
uma proteina de alta massa molecular (grupos funcionais basicos ou aromaticos) provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a para a forma anidnica, causando um aumento na
absorbancia da luz no comprimento de onda de 595 nm. Entdo, segundo a lei de Beer, a
unidade de absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentra¢do de proteinas na amostra.

Para essa andlise foi utilizado um espectrofotdmetro com feixe duplo Shimadzu (UV-3600),
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equipado com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico no comprimento de onda de 595
nm. Foi utilizada uma curva de calibragdo com concentragdes conhecidas de BSA (5 a 40

pug/mL) como padrio, ndo admitindo R < 0,97.

Assim, para todos os ensaios bioquimicos foram utilizados uma concentragdo de 0,5 mg
de proteina por mL em um meio de reacdo padrdo de pH 7,2 a temperatura ambiente
contendo: 125 mM de sacarose, 60 mM de KCI, 1 mM e MgCl,, 2 mM de KoHPO4 e 10 mM
de HEPES

4.2.3 EXPOSICAO DAS MITOCONDRIAS HEPATICAS AOS NANOBASTOES DE
OURO

Tal suspensdo mitocondrial e meio de reacdo foram usados em uma camara de vidro
de 1,0 ml, equipada com agitador magnético e termostatizada (25 °C). Onde com um eletrodo
do tipo OXIGY Oxigraph (Hansatech Instruments, EUA) foi realizado os experimentos
relacionados como o consumo de O que ¢ revertido em produgao de ATP. Tomado como
referéncia a concentragdo de oxigénio inicial do meio de reacdo de 225 nmol/mL
(ROBINSON & COOPER, 1970), em seguida foi adicionado EGTA (200 uM), substrato para
ativar a NADH desidrogenase (SI — 5SmM de piruvato/malato/glutamato/a-cetoglutarato nas
propor¢des de 1/2/1/1), ADP (250 uM), oligomicina (1 pg/mL) e CCCP (1 uM), na sequéncia
e com uma média de 5Smin de intervalo entre cada adigdo. Para avaliar a exposi¢do das
mitocondrias isoladas, foi feito um tracado controle ¢ mais 5 tracados com diferentes
concentragdes de nanobastdes de ouro: 6,25; 12.5; 25; 50 e 100 uM de ouro; ambos
adicionados logo apdés o EGTA e o SI. Estas concentragdes foram escolhidas devido a
demonstragdo de Wang e colaboradores (2011) que nas concentra¢des de 50 e 100 uM os

nanobastdes causam danos seletivos em células tumorais.

4.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A suspensdo mitocondrial foi incubada com AuNRs e fixada em solugdo contendo 2,5%
de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em tampdo cacodilato 0,1 M. Em seguida, a

amostra fixada foi lavada trés vezes no tampao cacodilato 0,1 M e ressuspensa em tetroxido

40



de 6smio a 1%, cloreto de calcio 2 mM e ferricianeto de potassio 0,8% em tampao cacodilato
0,1 M (pH 7,2). A amostra foi novamente lavada trés vezes em tampao de cacodilato 0,1 M e
contrastada com acetato de uranila a 5%. A solu¢do final foi desidratada em acetona e
embebida em Embed 812. A amostra foi armazenada por 3 dias a 60 °C, cortada em sec¢des
ultrafinas e depositada nas grades do MET. Depois disso, as grades foram contrastadas com
5% de acetato de uranila e citrato de chumbo, seguido de exame usando um microscopio

eletronico de transmissao.

4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados foram expostos a média de no minimo trés experimentos
independentes, e a analise estatistica destes dados foi determinada pela analise da variancia
(ANOVA), seguida do post-test de Dunnnet comparando grupo controle com os grupos em
diferentes concentragdes das nanoparticulas de ouro. Resultados com valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. O software utilizado para os estudos
estatisticos foi o GraphPad Prism versdo 5.0 pra Windows e os espectros foram todos

plotados no Origin versao 6.0 também para Windows.

5.0 RESULTADOS E DICUSSAO

Os nanobastdes de ouro foram sintetizados pelo método mediado por semente (JANA et
al., 2001) no grupo Grupo de Catdlise e de Reatividade Quimica (GCarR). Com a finalidade
de confirmar que a morfologia objetivada foi alcangada o GCarR realizou a caracterizag¢do por
espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-Vis) e Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET). A presenca de duas bandas de absor¢do (Figura 15A) ¢ caracteristica de
nanoparticulas anisotrdpicas ou elipsdéides como ja afirmado por Pereira (2009) e El-Sayed

(2009), e a micrografia revelou a sua forma de bastdo (Figura 15B).

41



Figura 15: (A) Espectro de UV-Vis dos nanobastdes de ouro sintetizados e (B) sua respectiva
microscopia eletronica de transmissao.
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Fonte: NUNES, 2017

Em virtude da presenca de CTAB na superficie dos AuNRs conferir a eles um alto
grau de toxicidade, com a finalidade de reduzir este efeito os AuNRs foram lavados com dgua
deionizada para remo¢do do CTAB residual, e em seguida foram incubados em solucao
tampdo fosfato salino (PBS) e BSA a 10% e o pH foi corrigido para 7,4. O sistema foi
caracterizado por UV-Vis e o espectros dos AuNRs antes e depois da lavagem com agua e
redispersos em PBS revelaram que nao houve significativa alteragao das bandas de absor¢ao
(Figura 16A), mostrando relativa estabilidade no tampao PBS nao havendo modificagdes
espectrais relevantes. Ja o espectro das AuNRs na presenca de BSA, importante no processo
de internalizacdo celular das nanoparticulas, apresentou um deslocamento batocrémico de 20
nm (Figura 16B), sem efeitos significativos na intensidade das bandas, o que sugere a

ancoragem do BSA na superficie das nanoparticulas.
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Figura 16: Espectros de UV-Vis de nanobastoes de ouro. (A) Comparagdo antes e apos a lavagem e
(B) comparagdo com os AuNRs tratados com BSA.
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Esses resultados levaram a confirmar que os nanobastdes de ouro foram sintetizados e
partiu-se para a etapa de analise da atividade mitocondrial. Assim, apds o isolamento das
mitocondrias com posterior quantificagdo de proteinas, o consumo de oxigénio foi mensurado

com o auxilio do oxigrafo e chegou-se ao resultado apresentado na Figura 17 abaixo.

Figura 17: A presenga dos AuNRs provocou uma diminui¢do no oxigénio consumido de forma dose-
dependente. A figura € representativa de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. p <
0,05. MITO = mitocondria, OLIGO = oligomicina.

Controle
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Fonte: Autor, 2018
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Observa-se que a adicdo da mitocondria dé inicio ao consumo de oxigénio e que com a
adicdo de ADP a curva de consumo de oxigénio sofreu um declive acentuado (V3). Em
seguida observou-se a diminui¢do gradual desse declive devido a fosforilagdo desse ADP
adicionado a ATP (V4), para induzir esse platd quimicamente foi adicionado o inibidor da
ATP-sintase a oligomicina, e consequentemente o fluxo de H' ¢ inibido, diminuindo
consideravelmente o consumo de oxigénio (Vorico). Para a retomada desse consumo de
oxigénio, independentemente da sintese de ATP, foi adicionado o desacoplador quimico
CCCP (Vccer). Com a finalidade de melhor visualizagdo e comparagdo de alguns dos

resultados foram plotados os graficos de barra demonstrados na Figura 18 abaixo.

Figura 18: Consumo de oxigénio nos estados III, IV e Vceer (A), Controle Respiratorio ¢ Razédo
ADP/O (B). As barras representam a média £ S.D. (n = 3). p < 0,05. OLIGO = oligomicina.
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Fonte: Autor, 2018.

Comparando-se inicialmente os tracados ¢ possivel verificar um decréscimo no
consumo de oxigénio em funcdo do aumento da concentracdo de nanobastdes, em que a
variagdo da quantidade de oxigénio no meio, no inicio e no final de cada tragado diminui com
o aumento da concentracdo de nanobastdes de ouro no meio. Investigando a influéncia em
cada estado respiratorio observou-se que o efeito dos nanobastdes de ouro sobre V3 foi
extremamente significativo € o consumo de oxigénio neste estado diminuiu & medida que a
concentragdo dessas nanoparticulas no meio aumentou como mostra o grafico da Figura 18A.
E possivel observar também que os AuNRs diminuiram a velocidade de desacoplamento
(Vceer). A diminuigdo concomitante de ambos estados sugere que os AuNRs podem estar

causando uma disfungdo no funcionamento dos complexos presentes na cadeia transportadora
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de elétrons. Ainda neste grafico observou-se que a velocidade de repouso Vorico ndo sofreu
variagdo significativa em nmols de oxigénio consumido, quando na presenca de AuNRs.

Resultado semelhante havia sido encontrado por Bourdineaud, Rossignol e Brethes
(2013) ao investigarem o efeito de nanoparticulas esféricas de ouro como poluentes do
microambiente aquatico do zebrafish na mitocdndria isolada do musculo destes peixes. Foram
avaliados dois didmetros de nanoparticulas: de 50 nm, que foram capazes de causar
diminui¢do em V3 e Vccep, € 12 nm, que ndo causaram o mesmo efeito. E concluiram que,
além da concentragdo, o tamanho da particula influencia diretamente a sua toxicidade.

Ja a Figura 18B envolve a andlise de dois parametros bioenergéticos, um deles ¢ a
viabilidade mitocondrial através do controle respiratorio (CR). Este ¢ calculado a partir da
razao entre a velocidade de fosforilagao e a velocidade de repouso (V3/V4) e, para o complexo
I, apresenta valor ideal proximo a 6 (TAHARA, 2009). Outro parametro bioenergético
importante ¢ a razao entre a concentragdo de ADP, adicionada no estado 3, e a concentragao
de oxigénio consumida neste mesmo estado e, também para o complexo I, apresenta valor
satisfatorio quando proximo de 3 (ESTABROOK, 1967). Observou - se entao na Figura 18B
que a medida que a concentragdo de AuNRs aumenta os valores de V3 diminuem e o V4
permanece constante levando a um CR cada vez menor. E importante observar que embora os
valores da maior concentragdo de AuNRs (100uM) apresente um CR semelhante ao controle
1sso sO acontece porque o tracado perde completamente o seu perfil de consumo de oxigénio,
apresentando tanto o V3 quanto o V4 € Vorigo baixos. Ja a ADP/O tende a aumentar devido a
diminui¢cdo do consumo de oxigénio nas mitocondrias tratadas com os nanobastdes de ouro.
Segundo Matthiesen e colaboradores (2013), estas nanoestruturas provavelmente sao capazes
de interagir com os grupamentos tidlicos presentes nos complexos enzimaticos.

Para melhor ilustrar o efeito danoso dessa maior concentracdo de AuNRs (100uM) na
morfologia de mitocondrias isoladas foi feita a caracterizagdo por microscopia eletronica de
transmissdo (MET). O resultado demonstrou que as mitocondrias tratadas com o AuNRs
apresentaram um padrdo desorganizado de cristas (Figura 19C e 19D) comparado ao controle
(Figura 19A e 19B ), além de um deslocamento intermembranar nas mitocondrias tratadas
(Figura 19C e 19D — setas pretas). A presenga de AuNRs ndo foi observada em nenhuma
imagem, provavelmente devido as sucessivas lavagens (10 lavagens) realizadas para

promover a fixacdo e o contraste na prepara¢ao da amostra.
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Figura 19: Influéncia de AuNRs na morfologia de mitocondrias isoladas por imagens de microscopia
de transmissdo. Imagens representativas de mitocondrias controle (A e¢ B) e com tratamento (C ¢ D) de
nanobastdes de ouro a 100uM. Escala de 500 nm.

S

Fonte: Autor, 2018.
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6.0 CONCLUSAO

No presente trabalho, mitocondrias isoladas de hepatdcitos de ratos foram expostas a
varias concentracdes de nanoparticulas de ouro com formato de bastdes recobertas com BSA,
objetivando avaliar a toxicidade dessas estruturas. E concluiu-se que na presenga destas a
velocidade de consumo de oxigénio mitocondrial, essencial para a realizagdo das fungdes
vitais das células, diminuia de forma dose-dependente. Essa acdo deletéria, quando em niveis
acima do normal, induz a morte celular. E assim como Matthiesen e colaboradores (2013),
supde-se que os nanobastdes de ouro sdo capazes de interagir com os grupamentos tiolicos
presentes nos complexos enzimaticos.

Apesar de tais resultados, ainda se faz necessario uma anélise in vivo para saber o grau
de internalizacdo dessas nanoparticulas nas células. Além de que o mecanismo no qual os
AuNRs afetam as mitocondrias ainda ndo foi claramente elucidado fazendo-se necessarias
outras analises, sugestivamente: determinagdo do potencial elétrico de membrana
mitocondrial, medida de inchamento mitocondrial e estimativa da producdo de espécies
reativas de oxigénio. Contudo, a elucidacdo da forma de agdo dos nanobastdes de ouro
apresentada nesse trabalho foi o primeiro passo no entendimento do seu mecanismo de acao a

nivel celular.
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