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RESUMO

PREPARACAO DE NANOESTRUTURAS HIBRIDAS DE OURO E SEUS EFEITOS
NA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

Nanobastbes de ouro (AuNRs) sdo nanomateriais promissores em aplicacdes
biomédicas principalmente devido a suas propriedades Opticas singulares e as suas
principais abordagens de funcionalizacdo ou modificacdo de sua superficie.
Recentemente, alguns grupos avaliaram a acao anticancerigena seletiva de AUNRs
causando morte de células tumorais através de danos mitocondriais. Neste presente
estudo, AuNRs recobertos com albumina sérica bovina (BSA) foram sintetizados e
avaliados quanto ao seu efeito na bioenergética mitocondrial. AuNRs foram
sintetizados pelo método mediado por semente na presenca de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTABr) e incubados com BSA em pH 7,4. Os AuNRs obtidos com
esse tratamento foram caracterizados por espectroscopia de UV-Vis, disperséo
dindmica da luz (DLS) e microscopia eletronica de transmissédo (MET). Os espectros
de absorcdo de UV-Vis apresentaram bandas tipicas de AuNRs. Apds o tratamento
com BSA, o plasmon de superficie longitudinal, caracteristico de AuNRs, teve um
deslocamento batocromico de ca. 20 nm, evidenciando o ancoramento da BSA na
superficie dos AuNRs. As caracterizacdes por DLS e as micrografias de MET né&o
demonstraram variagfes significativas no tamanho ou forma dos AuNRs apos a
adicdo de BSA (ca. 11 x 42 nm). Os efeitos in vitro dos AUNRs em mitocéndrias
isoladas de figado de rato em diferentes concentragdes (6,25 — 100 pM) foram
avaliados através da analise dos parametros de respiracdo mitocondrial (complexo 1),
potencial de membrana (Ay), inchamento mitocondrial, producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROS) e MET. Os resultados indicaram que os AuNRs foram capazes
de reduzir o controle respiratdrio das mitocéndrias por meio da diminui¢cdo do estado
de fosforilacéo (V3) e do estado desacoplado (Vccep). Os AuNRSs provocaram reducéo
na producdo de EROS, na presenca ou auséncia de calcio, além de um retardo no
inchamento mitocondrial. No entanto, a presenca de AuNRs resultou na perda do
potencial de membrana mesmo na presenca de ciclosporina A (CsA) e, na maior
concentragédo (100 pM), desorganizacdo das cristas mitocondriais e descolamento
intermembranar. Esses resultados indicam que AuNRs modificados com BSA
possivelmente interagem com os complexos da cadeia respiratoria, interrompendo o
fluxo de elétrons e causando danos mitocondriais, independente da presenca de Ca?*.
Este estudo fornece novas evidéncias sobre os mecanismos de a¢gdo de AuNRs na
bioenergética mitocondrial e, consequentemente, na morte celular.

Palavras-chave: Nanobastdes de ouro, Albumina sérica bovina, Mitocondria,
Bioenergética, Cancer



ABSTRACT

PREPARATION OF GOLD HYBRID NANOSTRUCTURES AND THEIR EFFECTS ON
MITOCHONDRIAL BIOENERGETIC

Gold nanorods (AuNRs) are promising nhanomaterials for applications in biomedicine
due to their singular optical properties and potential of surface modifications. Recently,
studies have evaluated the use of AuNRs for selective death of cancer cells by
mitochondrial damage. In this present study, AUNRs capped with bovine serum protein
(BSA) were synthesized and their effect on the mitochondrial bioenergetics were
evaluated. AUNRs were synthesized by the seed mediated method in the presence of
cetiltrimethylammonium bromide (CTABr), and incubated with BSA at pH 7.4. The
AuNRs thus obtained were characterized by UV-vis spectroscopy, Dynamic light
scattering (DLS) and Transmission electron microscopy (TEM). The UV-vis absorption
spectra showed the presence of typical AUNRs. After the treatment with BSA the
longitudinal surface plasmon resonance was changed in ca. 20 nm red shift near-
infrared. That was an evidence of presence of BSA on to AuNRs surface. The DLS
characterization and TEM images showed no significant changes in AuNRs
dimensions (ca. 11 x 42 nm) after the addition of BSA. We verified AuNRs effects in
vitro at isolated rat liver mitochondria in a dose-dependent manner (6.25 - 100 uM) at
mitochondrial respiratory rates parameters (complex 1), membrane potential (Ay),
mitochondrial swelling, reactive oxygen species (ROS) production, and TEM. In these
results, AUNRSs decreased respiratory control ratio by decreasing phosphorylation state
(V3) and uncoupled state (Vcccr). AuNRs also provoked the decreasing in ROS
production in the presence or absence of Ca?* in addition to a delay on mitochondrial
swelling. However, AuNRs caused the mitochondrial potential dissipation even in the
presence os cyclosporin A (CsA), and at the highest concentration of gold (100 uM),
AuNRs induced a disorder on mitochondrial crests and the intermembrane separation.
These results indicate that BSA-adsorbed AuNRs may possibly interact with electron
chain complex and interrupt the electron flow causing mitochondrial damages
independent on the presence o Ca?*. This study provides new evidences of BSA-
adsorbed AuNRs effects on mitochondrial bioenergetics.

Key words: Gold nanorods, Bovine serium albumin, Mitochondria, Bioenergetic,
Cancer



SUMARIO

N 210] 516107 T 17
I @ 1= = 1 LY/ TSRS 18
1.1.1 ODbjetiVoS €SPECITICOS ....uvvuiiiii e e e e eaanes 18
2 SINTESE, PROPRIEDADES E APLICACOES DE NANOBASTOES DE

(@101 21 TR 20
2.1 NANOMATERIAIS. .....coiieeee ettt ettt 20
2.2 METODOS DE PREPARAGCAD. .....cooviiiiiieeeceeeeeee e, 22
2.3 ESTABILIZACAO. ..ot 25
7 S @ 16 =T TR 26
2.5 PRINCIPAIS METODOS DE SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO ..27
2.6 NANOBASTOES DE QURO ......coeiviiieeceeeete sttt 29
2.7 PROPRIEDADES OPTICAS .....ocoiieieie ettt 30
y X T = I (07X 0] =1 T 32
2.9 BIOCONJIUGAGAOD ..ottt 36
3 CANCER E NANOESTRUTURAS ......cooiitiiete ittt 41
3.1 ONCOGENESE.......c.oi ittt e ettt ae e anes 41
3.2 CICLO CELULAR .. ..ottt ettt 42
3.3 TRATAMENTO ..ottt ettt ettt 44
3.4 CANCER E NANOESTRUTURAS .....ceoviiite ettt 46
4 METABOLISMO E BIOENERGETICA MITOCONDRIAL.......cccccoviieeiirienn, 54
4.1 METABOLISMO HEPATICO .......cuiiiiiieeeeeeeeeeeee et 54
4.2 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS. ......cuiieieiieeeeee e, 55
4.3 METABOLISMO DE LIPIDEOS.......cocotiuioiieieeeeeese et 56
4.4 METABOLISMO DE PROTEINAS ..ottt ettt 57
45 MITOCONDRIAS .....cooeieeeeceeeeee ettt ettt st eane s 58
4.6 RESPIRACAO CELULAR .....ooooiieeeee ettt 59
4.7 ESTADOS DO CONTROLE RESPIRATORIO ......ccocoviiiiieeeceeee e, 63
4.8 INIBIDORES E DESACOPLADORES MITOCONDRIAIS ...covieiiiieeieieeeeeeees 64
4.9 GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) ......ccccvivevirirennen, 65
4.10 TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL........cccoviiiieeieienne, 66

4.11 MITOCONDRIA E MORTE CELULAR .....cooviieieciceieeeeeeeee e, 69



4.12 MITOCONDRIA E CANCER ...ttt e e e e i 70

5 MATERIAL E METODOS ...ttt 73
5.1 CONSIDERAGCOES INICIAIS .....ooouiieceeceeeeeeeeeee e 73
5.2 MATERIAIS, SOLVENTES E REAGENTES ..o 73
5.3 SINTESE DE NANOBASTOES DE OURO ......ccooviiieiieeieeeeieeeee e, 74
5.4 MODIFICAGAO DA SUPERFICIE. ......cccovoviveeeeeeieeeeeseeseesen e sen e 76
5.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAOQ ....c.coviieiiieieeeee e, 76
5.6 INFLUENCIA DE NANOBASTOES EM MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATO ...ttt ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e s e ennneeees 77
5.6.1 N 1T = 1 PR 77
5.6.2 Isolamento de mitocondrias hepaticas ...........ccceeveeeeeiiiieiiiiii e, 78
5.6.3 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford.................ooeeeeeiiee. 78
5.6.4 ENsaios Com MiItOCONAIIAS ....coooeeeeeeeee e 79
5.6.5 EXposicao aos Nanobasties de OUI0 ..........evviveeeiiiiiiiiiie e 79
5.6.6 Consumo de oxigénio mitocondrial ...........ccooeeeeiiiiiiiiiiiiii e 79
5.6.7 Determinacgéo do potencial elétrico (Ay) de membrana mitocondrial......... 80
5.6.8 Medida de inchamento mitocondrial............ccoovveeiiiiiiiiiiiie e 81
5.6.9 Estimativa da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) ........... 82
5.6.10 Microscopia Eletronica de Transmissao de Mitocondrias ...........ccccccvvvennn. 83
5.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 84
6 RESULTADOS E DISCUSSAO ....cooiiiiiiiiiiiiieietee e 86
6.1 SINTESE DE NANOBASTOES DE OURO ......cceoviieeiieiteeeceeceeeee e, 86
6.2 TRATAMENTO COM PROTEINA SERICA BOVINA (BSA).....cccceecviveeerinenne. 87
6.3 MODELO EXPERIMENTAL .. cuuiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e 90
6.4 RESPIRAC}AO MITOCONDRIAL ...eeeeeeee e e 91
6.5 POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA MITOCONDRIAL .........ccccvvevrnnnnee.. 97
6.6 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO.........c.ccccoeveeevennnne. 103
6.6.1 EROS (AMPIEX-RED) ... oot e 103
6.6.2 EROS (H2DCFDA) ...ttt 106
6.7 INCHAMENTO MITOCONDRIAL ....ooviiiiiieiiiiciiiieee e 119
6.8 ESTUDOS COM UM INBIDOR DA TPM....couiiiieeee e, 111
6.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRASMISSAO.......cccoveeeeieeeeeceeneiens 113

T CONCLUSOES ... e 117



REFERENCIAS
ANEXOS..........



1 INTRODUCAO



17

1 INTRODUCAO

O céancer é uma das principais causas de morte no mundo, sendo responséavel por 8,2
milhdes de mortes por ano. Muitos avangos tém sido realizados acerca da terapia
antitumoral, contudo a maioria dos agentes utilizados no tratamento do cancer afetam
tanto células neoplasicas como normais, acarretando em drasticos efeitos adversos.
Dessa forma, muito se tem investido no desenvolvimento de novas drogas mais
eficazes e menos téxicas (TORRE et. al. 2012; INCA, 2016). Neste contexto os
nanomateriais tem obtido grande destaque.

Nanomateriais podem ser definidos como materiais que apresentam uma de
suas dimensfes em escala nanométrica atingindo um tamanho critico, no qual novas
propriedades se manifestam (ZARBIN, 2007). O dominio da técnica de producéo de
nanomateriais possibilitou a sua aplicacdo em diversas areas da ciéncia, tais como
Optica, eletrdnica, catalise, biologia e com uma relevante acdo na area biomédica.
Devido a suas propriedades particulares, nanoparticulas de ouro tém sido
amplamente estudadas na terapéutica de diversas patologias, inclusive do cancer.

Os nanobastbes de ouro sdo considerados materiais promissores na terapia
antitumoral, principalmente devido a suas propriedades fisico-quimicas diferenciadas.
Essas particulas apresentam uma absorcéo caracteristica na regido do visivel e no
infravermelho proximo do espectro eletromagnético, sendo esta Ultima capaz de
conferir a elas uma potencial acdo termoterapica, muito visada na terapia do cancer
(HUANG et al. 2006).

Um estudo recente publicado por Wang e colaboradores (2011) demonstrou
a acdo anticancerigena seletiva de nanobastées de ouro revestido com albumina
sérica bovina (BSA) causando morte de células tumorais através de danos
mitocondriais. Esse grupo reportou que apenas nas células tumorais 0os nanobastées
eram liberados no citoplasma e direcionados para a mitocéndria.

A mitocondria € uma organela presente no citoplasma responsavel por
diversos processos metabdlicos, incluindo além da respiracao celular, o controle da
morte celular, dos niveis de célcio e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS). A respiragdo celular € o fendmeno encarregado da produgéo da maior parte
da energia celular na forma de moléculas de ATP. Este processo ocorre
principalmente em razdo do acoplamento entre o fluxo de elétrons nos complexos

presentes na cadeia respiratéria, que leva ao bombeamento de protons para o espacgo
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intermembranar, e a ATP-sintase, que utiliza a forca proton-motriz, gerada pelo
retorno desses protons, para a sintese de ATP (KOWALTOWSKI, CASTILHO,
VERCESI, 2001; NELSON; COX, 2014; NICHOLLS; FERGUSON, 2013).

A acdo dos nanobastdes de ouro sobre a mitocdndria ainda ndo esta
esclarecida. Dessa forma o presente estudo propde a avaliar os efeitos dos
nanobastdes de ouro na bioenergética mitocondrial a fim de elucidar o mecanismo

pelo qual estes atuam.

1.1 OBJETIVO

Preparar nanomateriais hibridos a base de nanobastbes de ouro conjugados a
albumina séria bovina e realizar estudos bioguimicos a fim de elucidar o seu

mecanismo de acdo na integridade mitocondrial.

1.1.1 Objetivos especificos

I. Sintetizar nanobastdes de ouro;

ii. Modificar a superficie dos nanobastdes pela conjugacao com BSA;

iii. Caracterizar as nanoestruturas quanto ao seu tamanho, morfologia e
ressonancia de plasmon de superficie;

iv. Avaliar o efeito dos nanobastdes na integridade mitocondrial: a) respiracéo
mitocondrial no complexo [; b) potencial elétrico de membrana mitocondrial,
¢) inchamento mitocondrial;

v. Avaliar o efeito dos nanobastBes no estado redox: a) producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS); e b) producédo de H20z;

vi. Investigar a morfologia mitocondrial através da microscopia eletrénica de

transmissao.
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2 SINTESE, PROPRIEDADES E APLICACOES DE NANOBASTOES DE OURO
2.1 NANOMATERIAIS

Matéria pode ser definida como tudo aquilo que tem massa e volume. A massa se
refere a quantidade da matéria de um determinado objeto ao passo que o volume
alude ao total de espaco ocupado por este. Os varios tipos de matérias podem ser
discriminados através de suas diferentes propriedades fisicas (ponto de fuséo, ponto
de ebulicdo, densidade) e quimicas (reatividade, oxidacao, redug¢édo) (MONGILLO,
2007).

Toda matéria pode ser considerada um material em potencial, com suas
caracteristicas e aplicacdes. A linha diviséria que pode tornar um objeto em um
material corresponde ao momento em que uma de suas propriedades (épticas,
mecanicas, cataliticas, magnéticas, elétricas, etc.) Ihe confira uma funcéo especifica.
Os materiais sdo de grande importancia na vida humana, principalmente, por
possuirem propriedades que os tornam Uteis em produtos, dispositivos, estrutura e
maquinas (ZARBIN, 2007).

Na busca por materiais com novas caracteristicas e propriedades, destacam-
se aqueles que estdo em escala nanométrica. Estes materiais possuem propriedades
distintas de sua forma massica ou macroscopica e sdo denominados nanomateriais,
por apresentarem uma de suas dimensfes na escala nanométrica, assumindo um
tamanho critico caracteristico, que se caracteriza por ser a fronteira em que alguma
de suas propriedades pode ser alterada (ZARBIN, 2007).

A unidade da escala nanométrica (1 nanbmetro) € equivalente a bilionésima
parte do metro. Em uma comparagcdo ndo substancial, pode-se estimar que 1
nandémetro esta para 1 metro assim como uma bola de futebol esta4 para o planeta
terra (BOULEVARD, 2008).

O interesse cientifico no estudo dos materiais em nanoescala ganhou
importancia significativa no final do século XX. Em 1959, Richard Feynman, um fisico
norte-americano, proferiu uma palestra intitulada “Ha muito espago la embaixo”
apontando que um dia seria possivel manipular os atomos individualmente. Esse
marco é conhecido, por muitos, como o ponto inicial da Nanociéncia e Nanotecnologia
(GALEMBECK et al., 2003).
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A Nanociéncia e a Nanotecnologia estdo fundamentadas no fato de que as
propriedades dos materiais sao fortemente dependentes do tamanho e da forma de
suas particulas. Dessa forma, as propriedades fisicas, quimicas e biologicas da
matéria, comumente, diferem quando atingem a escala. Isso se deve, em parte, a
maior area superficial por unidade de volume dos nanomateriais (MONGILLO, 2007).

Quando um material é de tal forma reduzido, a propor¢cdo dos atomos em sua
superficie passa a ser consideravel. Esta propor¢éo pode ser estimada para os metais
de transi¢do através da seguinte equacao:

E_i = % eq. (1)
onde Nv € o total de atomos da particula, Ns é a quantidade de atomos em sua
superficie e R 0 seu raio em nanémetros. Conforme a equacao, o valor, em percentual,
da proporc¢éo dos atomos da superficie de uma particula aumenta a medida que o seu
tamanho diminui como pode ser previsto na curva representativa abaixo (Fig. 1)
(BRECHIGNAC; HOUDY; LAHMANI, 2007).

A elevada area superficial das nanoparticulas, decorrente desta alta
propor¢cdo de atomos de superficie, as tornam termodinamicamente instaveis
causando uma tendéncia natural de aglomeracédo e crescimento. Devido a isso, a
sintese de materiais nanoestruturados com elevada homogeneidade, estabilidade e

reprodutibilidade € um desafio para a comunidade cientifica (GRZELCZAK et al.,
2008; SUN; YOUNAN, 2002).
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Figura 1 — Proporcdo de atomos na superficie de uma particula esférica com

numero total de atomos (Nv) e atomos na superficie (Ns)
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Fonte: BRECHIGNAC; HOUDY; LAHMANI, 2007

Atualmente, muita producao cientifica (SUN; XIA, 2002; LU et al. 2011) tem sido
desenvolvida acerca deste tema, com um enfoque maior na preparacao,
caracterizacdo e aplicacdes dos nanomateriais, mas ainda existe uma longa lista de

temas inexplorados.

2.2 METODOS DE PREPARACAO

Quando se deseja fabricar nanoparticulas para uma determinada aplicacéo deve-se
compreender qual é a propriedade que elas devem possuir para que sejam usadas
nesta aplicacdo. Com base nisso, as caracteristicas estruturais (tamanho, forma,
cristalinidade) e quimicas (composicéo, superficie, interface) sao fatores importantes
gue devem ser considerados para a escolha do melhor método de preparacdo capaz
de produzi-las (EDELSTEIN; CAMMARATRA, 1996; ZARBIN, 2007).

Nanoparticulas podem ser preparadas a partir de duas diferentes abordagens:
top-down (de cima para baixo) e bottom-up (de baixo para cima) de acordo com os
processos envolvidos na sua producao (Fig. 2). A primeira € uma abordagem baseada
em métodos fisicos que utiliza parametros experimentais externos (luz ultravioleta,
raios X, feixes de elétrons) para criar estruturas nanomeétricas a partir de particulas de

dimensbes maiores. Optical lithography, E-beam lithography, Soft lithography,
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Nanoimprint lithography e Sondlise sdo exemplos de métodos usados para fabricacéao

de nanomateriais via top-down (BISWAS et al. 2012).

Figura 2 — Principais abordagens na preparacdo de nanomateriais
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Fonte: AUTOR, 2016 e Google Imagens, 2016

A segunda abordagem (bottom-up) normalmente envolve processos quimicos
por via Umida. Nestes casos as nanoparticulas sdo obtidas a partir de precursores
atdbmicos ou moleculares que se ligam quimicamente (DURAN et al. 2007). A
abordagem bottom-up desempenha um papel importante na fabricacdo e
processamento de materiais nanoestruturados. Através dela é possivel obter sistemas
com alto grau de controle e homogeneidade. Isso ocorre porque a abordagem bottom-
up é impulsionada principalmente pela reducdo da energia de Gibbs na etapa do
crescimento, de modo que as nanoparticulas formadas sofrem uma agregacao
espontanea em presenca de agentes passivantes até o tamanho desejado
(nanométrico) (MATOS, 2012).

A pesquisa em nanomateriais tem avancado muito acerca do conhecimento e
no desenvolvimento de estratégias de sintese de nanoparticulas. Atualmente, muitas
novas rotas vém sendo descobertas, mas o principal desafio ainda é obter controle no
processo de sintese. Metodologias via bottom-up sédo capazes de gerar um sistema
nanoestruturado mais homogéneo, devido a maior facilidade de se controlar o
tamanho e a morfologia das particulas. Em virtude disso, esta abordagem quimica
usualmente € a mais utilizada (FELDHEIM; FOSS, 2001).
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Nucleacao e Crescimento
A precipitacdo de um solido, a partir de um precursor em solucdo, é uma técnica
comumente aplicada para a fabricagdo de nanoparticulas. De maneira resumida, o
processo envolve reacdes em solucao (aguosa ou ndo) contendo um sal soltuvel ou
suspenso. Quando a solucédo atinge o ponto de supersaturacdo, um precipitado é
formado através de um processo conhecido como nucleacao (Fig. 3). A nucleacéo se
refere a formacgéo de um nucleo meta estavel (EDELSTEIN; CAMMARATRA, 1996).
Apébs a formacao, o ndcleo pode se redissolver ou passar por um processo de
crescimento que normalmente ocorre por difusdo. Neste crescimento, o gradiente de
concentracdo e a temperatura sdo importantes fatores que determinam a velocidade
do crescimento dos nucleos. Em uma condicéo ideal, onde séo formadas particulas
monodispersas e ndo aglomeradas, os nucleos devem ser formados ao mesmo tempo
de maneira que a etapa subsequente de crescimento ndo ocorra ao mesmo tempo da
nucleacdo (EDELSTEIN; CAMMARATRA, 1996).

Figura 3 — Etapas de nucleacdo e crescimento na formac&o de nanoparticulas
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Fonte: Da SILVA, 2010

Independentemente do método utilizado para preparagdo, o controle do
crescimento e a manutencdo do sistema em escala nanométrica € uma etapa critica
na obtencédo de particulas uniformes. Devido ao seu pequeno tamanho, a relacéo area
de superficie e volume (A/V) é muito alta impulsionando as nanoparticulas a se
aglomerarem através de um processo conhecido como maturacéo de Ostwald. Este
processo pode ser evitado através do uso de diferentes estabilizantes que interagem
fortemente com a superficie, reduzindo o contato direto entre as nanoparticulas
(SCHMID, 2005).
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2.3 ESTABILIZACAO

Nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis, dessa forma elas precisam ser
estabilizadas a fim de diminuir a agregacdo e crescimento desordenado. A
estabilizacdo pode ser realizada de duas formas diferentes: estabilizacdo eletrostatica
(inorganica) e estabilizac&o estérica (organica) (Fig. 4) (AIKEN llI; FINKE, 1999).

Figura 4 — Métodos de estabilizacdo de nanoparticulas
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Fonte: AUTOR, 2016
A estabilizagdo eletrostitica ocorre através da repulsdo elétrica de

nanoparticulas externamente carregadas. A presenca de ions adsorvidos na
superficie de particula metalicas, por exemplo, € capaz de criar uma dupla camada
elétrica que resulta em uma forca de repulsdo de natureza couldbmbica entre as
particulas individuais. A estabilizacao estérica, por outro lado, € resultado da adi¢édo
de agentes volumosos (compostos organicos) a superficie da particula. Esses agentes
sdo capazes de formar uma camada de protecao fornecendo uma barreira mecanica
que previne a aproximacao entre as superficies das particulas. Uma terceira forma de
estabilizacdo (estérica-eletrostatica) pode ser aplicada pela combinacdo de ambos
processos eletrostatico e estérico (AIKEN IlI; FINKE, 1999).

Nanomateriais metéalicos tém atraido a atengéo de varios grupos de pesquisa,
principalmente devido a suas propriedades Opticas e eletronicas diferenciadas. As
nanoparticulas de metais nobres, como ouro, em especial, apresentam uma resposta
Optica associada aos plamons de superficie na regido do ultravioleta e visivel. Essas

caracteristicas permitem ampliar ainda mais seu espectro de aplicacoes.
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2.4 OURO

Considerado um dos primeiros metais manipulados e utilizados pelo homem, o ouro
tem sido empregado desde a antiguidade como item de reserva de valor. Este
elemento de numero atbmico 79 € um metal de transicdo de baixa reatividade,
utilizado atualmente em diversas aplicacbes Opticas, eletrbnicas, biomédicas e
industriais (JUNQUEIRA; SILVA; GUERRA, 2012).

Os primeiros empregos do outro nanoparticulado esteve relacionado a
guestdes de ornamentacao, principalmente para a obtencéo de vidros coloridos. Um
exemplo classico trata-se de uma reliquia do Império Romano (século IV d.C), a taca
de Licurgo (Fig. 5), feita de vidro impregnado com nanoparticulas de ouro e prata.
Devido as propriedades épticas desse objeto, observa-se que quando uma fonte de
luz é posicionada em frente a taca, ela reflete a coloracao verde, todavia se a fonte de
luz for posicionada dentro da taca, ela € capaz de transmitir a cor vermelha (LOUIS;
PLUCHERY, 2014).

Figura 5 - Taca de Licurgo

Fonte: PLUCHERY; LOUIS, 2014

O dicroismo da taca de Licurgo ocorre como consequéncia da interacdo das
nanoparticulas com a luz em um fendémeno conhecido como ressonancia de plasmon
de superficie (RPS), uma propriedade Optica caracteristica de nanoparticulas
metalicas (MONTERO, 2013).

O autor deste trabalho em 29 de setembro de 2016 pesquisou a quantidade de
publicacdes no Portal de Periddicos CAPES/MEC utilizando as palavras-chaves gold
e nanotechonology. Surpreendentemente, a associa¢ao dessas palavras conta com
cerca de 8,32% das publicagdes quando comparadas a todas as publicacdes

encontradas com o termo nanotechnology (Fig. 6A).
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Figura 6 — Numero total de publicagcdes com os termos nanotechnology e gold

associado a nanotechnology no portal de periodicos CAPES/MEC
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Fonte: AUTOR, 2016

Quando as mesmas palavras sdo avaliadas em funcdo do tempo (intervalo de
5 anos), desde a primeira aparicdo no portal (1992), € possivel observar um crescente
aumento no namero de publicacdes com a combinacéo destas palavras-chaves (Fig.

6B), demonstrando a grande relevancia deste tema.

2.5 PRINCIPAIS METODOS DE SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

A sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs) com diferentes formas e tamanhos ja
esta bastante consolidada na literatura, seja em uma matriz aquosa ou organica. Em
uma tipica sintese, um sal de ouro sofre reducdo pela acdo de uma gente redutor
levando ao processo de nucleacdo e formacdo das nanoparticulas. Um agente de
superficie € comumente adicionado a fim de promover a estabilizacéo coloidal.

O método de Turkevich e colaboradores (1954) é a rota de sintese mais
frequentemente utilizada para a preparacdo de nanoparticulas esféricas (Fig. 7) de
ouro (~35 nm). Através deste, o sal de ouro (AuCls) sofre reducdo pelo citrato
trissédico sob acdo da temperatura. O citrato trissodico, carregado negativamente,
também atua como agente estabilizante durante o processo de nucleacédo, impedindo

a aglomeracao das particulas por efeito eletrostatico (JI et al. 2007).
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Figura 7 - Imagens de microscopia eletrénica de transmissao de nanoparticulas

esféricas de ouro sintetizadas pelo método de Turkevich
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Fonte: Jl et al. 2007

Nanoparticulas esféricas (Fig. 8A e 8B) de ouro também podem ser sintetizadas
em meio organico por meio de uma sintese bifasica reportada por Brust e
colaboradores (1994). Inicialmente, ions AuCls séo transferidos da fase aquosa para
organica pela adicdo de brometo de tetraoctilaménio (TOABr). Apds a transferéncia
de fase, NaBH4 é adicionado a solugéo organica promovendo a reducdo do ouro e
formacao das particulas (Fig. 8C). Para evitar a aglomeracao do sistema, dodecanotiol
é adicionado. Este agente de superficie atua estabilizando o sistema por impedimento

estérico.

Figura 8 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de (A) e (B)
nanoparticulas esféricas sintetizadas pelo método de Brust e (C) esquema de

sintese

Fonte: BRUST et al. 1994

Nanoparticulas esféricas sao as mais estaveis termodinamicamente e, por isso,
sdo de mais facil obtencdo. Isso se deve a menor reatividade destas particulas em
virtude do seu menor potencial de superficie quando comparada as demais formas.

Todavia, dependendo da concentragao da fonte metalica e da presenca de compostos
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quimicos, ditos agentes direcionadores de crescimento, outras morfologias podem ser

obtidas (tetraedros, cubos, prismas, cilindros, estrelas, discos) (Da SILVA et al. 2013).

2.6 NANOBASTOES DE OURO

Dentre todas as morfologias possiveis para nanoparticulas de ouro, os nanobastdes
(AuNRs) tem recebido destaque devido a suas propriedades Opticas particulares, que
os langam como potencial material para diversas aplicagoes.

A rota sintética mais utilizada para a sintese de nanobastfes foi descrita por
Jana e Murphy (2001). Esse método, conhecido como Seed Mediated, envolve duas
solucdes: solucdo semente e solucdo crescimento. Na solucdo semente, a fonte de
ouro (HAuCIls) é reduzida por um agente redutor forte (NaBH4), em presenca de
brometo de cetiltrimetilamonio (CTABT), iniciando um processo de nucleacdo em que
nanoparticulas de 3,5 a 4,0 nm de diametro sdo formadas, as sementes. Na solugéo
de crescimento, a mesma fonte de ouro (AuCls) sofre reducdo de um agente redutor
moderado (acido ascérbico) em presenca de CTABTr e nitrato de prata. A etapa final é
a adicao das particulas sementes na solucao de crescimento promovendo a formacao
de AuNRs (Fig. 9). Em funcdo das condi¢Ges de sintese, AUNRs com diferentes

razdes de comprimento e largura podem ser obtidos (Da SILVA et al. 2013).

Figura 9 — Dindmica de formacé&o de nanobastdes de ouro pelo método mediado

por semente.
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Fonte: Da SILVA, 2014

A presenca de um agente direcionador de crescimento no método mediado por
semente é de extrema importancia para o crescimento dos nanobastdes de ouro. O
CTABr é o surfactante mais utilizado nesse processo, ele é capaz de formar uma

bicamada sob as facetas laterais dos nanobastées que direcionam o crescimento nas



30

pontas (Fig. 9). Todavia a presenca desta camada de revestimento de CTABr confere

aos AuNRs uma alta toxicidade frente a sistemas bioldgicos (WANG et al. 2008).

2.7 PROPRIEDADES OPTICAS

As intrigantes propriedades 6pticas das nanoparticulas de ouro, como a sua coloragao
intensa e dicroismo, sdo atribuidas a sua interacdo singular com a luz incidente
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2009)

Quando a luz interage com particulas, muito menores que o comprimento de
onda incidente, € capaz de induzir a formacdo de um dipolo através da oscilacdo
coletiva dos elétrons na superficie metélica (Fig. 10). Para sair desta condicdo
energeticamente desfavoravel, surge uma forca restauradora fazendo com que os
elétrons oscilem ordenadamente. Este fendmeno é conhecido como Ressonancia de
Plasmon de Superficie (RPS) (BONIFACIO, 2006; BOHREN, 1983).

Figura 10 — Interagdo da luz com uma nanoparticula esférica promovendo a

oscilacédo coletiva dos elétrons
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Fonte: adaptada de Da SILVA, 2014

A RPS induz uma forte absorcéo da luz na regido do ultravioleta e visivel do
espectro, razdo que explica as coloracdes caracteristicas de sistemas metalicos
coloidais. Para nanoparticulas de ouro, as bandas de absorcdo da RPS aparecem na
regido do visivel, o que favorece sua caracterizagao (Da SILVA, 2014) (Fig. 11).
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Figura 11 — Bandas correspondentes a ressonancia de plasmon de superficie de

nanoparticulas de ouro (A) esféricas e (B) bastdes
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Fonte: adaptada de Da Silva, 2014

Uma vez que as bandas de absorcdo das nanoparticulas sédo reflexo da
oscilagdo coletiva dos elétrons em sua superficie (RPS), quando modificamos o
tamanho ou a forma da particula, as bandas de plasmon também sdo modificadas. A
Figura 11A demonstra o espectro caracteristico de uma nanoparticula esférica, que
apresenta apenas uma banda de plasmon, devido a formacdo do campo
eletromagnético unidirecional em sua superficie. Em contrapartida, nanoparticulas
anisotropicas, como bastfes, tendem a apresentar mais de uma banda de absorcao
devido a oscilacdo dos elétrons em mais de uma direcéo (Fig. 11B) (PEREIRA, 2009).

Diferentemente das esferas, os nanobastdes de ouro exibem uma banda de
plasmon de superficie na regido proxima do infravermelho. Isso ocorre porque a
excitacdo do plasmon de superficie ao longo do eixo longitudinal do bastéo induz uma
banda de absor¢cdo mais forte em comprimentos de ondas maiores (Da SILVA et al.
2013).

De acordo com a teoria de Gans, o comprimento de onda da absorgdo maxima
da RPS (Amax) € linearmente proporcional a razdo comprimento/largura (R) para
particulas elipsoides (ou abastonadas) em solucdo aquosa conforme a equacéo 2
(HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009; PEREZ-JUSTE, 2005):

Amax = 95R + 420 eqd. (2)
Sendo assim a banda de absorcéo de plasmon longitudinal dos nanobastbes

pode ser facilmente deslocada para comprimentos de ondas maiores aumentando a
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razado comprimento/largura (Fig. 12). Trata de uma ferramenta muito Gtil, por exemplo,
em aplicacbes biomédicas, pois essas particulas podem ser excitadas com luz na
regido do infravermelho, que tem um bom grau de penetracdo em tecidos humanos.
O mesmo nédo ocorre para as nanoesferas que, para alcancarem a regiao proxima do
infravermelho, precisariam aumentar seu tamanho (HUANG; NERETINA; EL-SAYED,
2009; HUANG et al. 2015).

Figura 12 — Espectros de UV-Vis (A) de nanobastdes com diferentes taxas de

proporcao e (B) suas respectivas micrografias de MET
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Fonte: HUANG; NERETINA; EL-SAYED,2009

2.8 APLICACOES

Os nanobastdes de ouro apresentam propriedades oOpticas singulares, tais como a
presenca de uma banda de extin¢ao distinta nas regides do visivel e do infravermelho
proximo (NIR), decorrente da RPS longitudinal. Essa propriedade permite o uso
dessas particulas em catalise, eletrbnica e Optica nao-linear. A facilidade de
modificacdo quimica de sua superficie amplia ainda mais seu espectro acerca das

aplicacoes biolégicas e biomédicas (NIIDOME et al. 2006).

Catélise

O ouro é considerado um elemento nobre e embora sua superficie seja incapaz de
adsorver a maioria das moléculas na fase gasosa, tem-se descoberto que quando em
escala nanométrica, seja em solugcéo coloidal ou suportados, podem atuar como
catalisadores até mesmo a temperatura ambiente (LOPEZ; NORSKOV, 2002).

Nanoparticulas de ouro tem sido amplamente utilizadas como catalisadores em
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diversas reacdes quimicas com um grande destaque para oxidacdo de mondéxido de
carbono (TURNER et al. 2008). Em 2008, Wang e colaboradores desenvolveram um
catalisador bimetdalico & base de nanobastdes de ouro decorados com platina que
apresentaram uma alta atividade na reagéo de eletro-oxidacéo do &cido formico.

Optica n&o-linear

Melo e colaboradores (2015) estudaram as propriedades termo-6pticas e épticas nao-
lineares em amostras de cristal liquido funcionalizadas com nanobastdes de ouro.
Neste estudo, eles demonstraram que a introducdo dessas particulas afetou os
parametros termo-opticos dependentes da temperatura. Outro estudo reportado por
Elim e colaboradores (2006) demonstrou que a transmitancia de uma solucdo de
nanobastdes de ouro diminui a medida que a irradiacdo do laser incidente aumenta
(Fig. 13). Essa capacidade de apresentar alta transmitancia quando a baixas
intensidades de luz incidente e baixa transmitancia para altas intensidades, torna os
nanobastdes de ouro candidatos a limitadores Opticos que podem ser usados como
protetores contra danos em sensores oOpticos (ELIM et al. 2006).

Figura 13 — Transmitancia de nanobastdes de ouro (A) frente a diferentes

poténcias de laser e (B) respectivas imagens de MET
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Fonte: ELIM; YANG; LEE; MI; JI, 2006

Biossensores
A nanociéncia também tem desempenhado um papel fundamental no
desenvolvimento de inovacgbes biotecnologicas como na elaboracdo de novos

biossensores. Biossensor é um dispositivo capaz de medir seletivamente
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determinadas substancias. Nanobastfes de ouro tem sido largamente utilizados para
este fim.

Zhang e colaboradores (2009) utilizaram nanobastdes de ouro para criar um
biossensor seletivo para glicose. A imobilizacdo da enzima glicose oxidase na
superficie desta particula foi capaz de aumentar a resposta do eletrodo em 10 vezes,
alcancando um limite de deteccédo de 2 x 10° M (REN et al. 2009). Nanobastbes de
ouro decorados em nanotubos de carbono também demonstraram ser biossensores
ativos para deteccdo de cisteina (8,25 nmol/L), um importante aminoacido presente
em proteinas naturais (SILVA et al. 2013).

Dentro do ramo da nanobiotecnologia alimenticia, Xu e colaboradores, em 2013
elaboraram um biossensor promissor a base de AuNRs para deteccao de aflatoxina
B1, uma micotoxina produzida pelo microrganismo Aspergillus flavus capaz de causar
grandes danos mesmo quando em baixas concentracdes. Este nanobiosensor
demonstrou ser seletivo, sensivel e simples fornecendo uma alternativa para a triagem

de toxinas em produtos alimenticios.

Terapia fototérmica

Outra aplicacdo, em que se toma proveito das propriedades 6pticas singulares de
AuNRs, € seu uso em termoterapia contra o cancer. De fato, AUNRS sdo capazes de
absorver na regido do infravermelho proximo do espectro eletromagnético,
transferindo parte dessa energia absorvida na forma de calor para sua vizinhanca, o
gue pode resultar na morte de células (ALKILANY et al. 2012).

Huang et al. (2006) demonstraram a eficiéncia e a seletividade de
nanoparticulas de ouro na forma de bastées (AuNRS) in vitro na terapia fototérmica
(Fig. 14). Em seus estudos, realizaram exposicoes, na presenca de AuNRSs, sobre trés
linhagens de células diferentes: células epiteliais normais (HaCat), e duas linhagens
de células epiteliais bucais malignas (HOC 313 clone 8 e HSC 3). Os resultados
demonstraram um alto grau de seletividade dos AuNRs para as linhagens de celulas
cancerosas. Quando uma radiacdo gerada por um laser a poténcia de 80 mW foi
aplicada, ocorreu destruicdo celular das linhagens de células tumorais, contudo nédo
houve morte de células normais, indicando que a média poténcia, a termoterapia com
o uso de AuNRs tratados seria seletiva a ponto de causar destruicdo de células
cancerosas e impactos negligentes nos tecidos sadios (HUANG et al. 2006).
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Figura 14 — Terapia fototérmica com o uso de AuNRs em (A) células normais e
(B) e (C) tumorais. O ciculo representa a area de acao do laser

HaCat nonmalignant cells HSC malignant cells HOC malignant cells
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Fonte: HUANG et al. 2006

Carreadores

A seletividade € um fator extremamente relevante, principalmente tratamentos em que
0 agente terapéutico é capaz de causar fortes efeitos colaterais. Os nanocarreadores
de farmacos, por causarem impacto nas células alvo poupando as células sadias, se
lancam como uma alternativa para otimizacéo do tratamento. Azevedo (2002) listou 6
vantagens dos sistemas de carreamento quando comparados a outros de dosagem
convencional: i) maior eficacia terapéutica, com liberacédo controlada do farmaco; ii)
diminuicdo significativa da toxicidade; iii) evita bio-inativacdo do farmaco; iv)
administracdo segura, sem reacfes inflamatdrias locais; v) direcionamento a alvos
especificos sem imobilizacdo de espécies bioativas; e vi) tanto substancias hidrofilicas
como hidrofobicas podem ser incorporadas.

Nanobastbes de ouro sdo Otimos candidatos para o transporte de varias
substéancias, pois além da facilidade no processo de sintese, sua superficie pode ser
facilmente modificada. Essas substancias podem ser desde farmacos de pequeno
peso molecular até grandes biomoléculas, como proteinas, DNA e RNA. Suas
propriedades Opticas de absorcdo de energia em determinados comprimentos de
onda podem ser utilizadas como ferramenta de liberagcdo do principio ativo pelo

estimulo externo via radiacdo (HAN et al. 2008).

Agentes terapéuticos

Alguns trabalhos tém sugerido que as nanoparticulas de ouro possuem uma
toxicidade intrinseca e seletiva. Isso se deve, em parte, a sua reatividade quimica,
guando em tamanho nanométrico, que pode ser capaz de causar danos oxidativos em
células-alvo. Em razéo disso, as nanoparticulas por si s0, podem ser utilizadas como
agentes terapéuticos (ALKILANY et al. 2012).
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Trabalhos recentes realizaram um estudo comparativo de absorcdo e
transporte intracelular de AuNRs revestidos com proteina em carcinoma epitelial
alveolar humano e células normais, verificando-se que essas hanoestruturas eram
capazes de se acumular seletivamente em mitocéndrias de células cancerigenas,
causando a morte da célula (WANG et al. 2011), se tornando assim uma 6tima

estratégia para o desenvolvimento de um novo agente quimioterapico.

2.9 BIOCONJUGACAO

Como ja mostrado, o uso de nanobastbes em aplicacbes biomédicas tem se
monstrado bastante promissor. Todavia antes de atingir uma fase clinica € preciso
entender os potenciais riscos de seu uso na saude humana e no ambiente. As
moléculas de CTABr oriundas do processo de sintese apresentam uma alta
toxicidade. O CTABr € uma espécie quimica com caracteristica anfifilica (“cabeca”
hidrofilica e “cauda” hidrofébica) capaz de causar lise das principais membranas
biolégicas (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009; HEYDARIAN et al. 2013).

Uma vez que as moléculas de CTABr livres podem ser separadas por técnicas
de centrifugacéo ou dialise, se espera que o uso de nanobastbes in vivo apresente
certo grau de seguranca. Uma estratégia adotada para o mascaramento do CTABr
residual preso a superficie do nanobastédo é a modificacdo de sua superficie através
da adicdo de moléculas biocompativeis (bioconjugacdo) (HUANG; NERETINA; EL-
SAYED, 2009).

A literatura tem reportado diversos agentes “mascaradores” para nanobastbes
de ouro. O uso de fosfatidilcolina (FC) (TAKAHASHI et al. 2006), cloreto de
poli(dialildimetilaménio) (PDAMAC) (HAUCK; GHAZANI; DR, 2008), acido poli(4-
estireno sufonico) (PSS) (HAUCK; GHAZANI; DR, 2008), polietilenoglicol (PEG-SH)
(NIIDOME et al. 2006) e a albumina sérica bovina (BSA) proveram uma diminui¢ao
significativa da sua toxicidade.

Segundo Huang e colaboradores (2009), a natureza da interacdo quimica
entre as moléculas passivantes e a superficie do ouro, usualmente se da atravées de
quatro metodologias diferentes: i) troca direta de ligantes, ii) adsorcéo eletrostatica, iii)

adicdo de um ligante bifuncional (crosslink) e iv) revestimento da superficie (Fig. 15).
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Figura 15 - llustracdo dos diferentes métodos de bioconjugacdo de

nanobastdes de ouro
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Fonte: HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009

A principal metodologia utilizada para modificacdo da superficie de
nanobastdes de ouro é através de sua interagdo com a funcao organica tiol (R-SH) ou
dissulfeto (R-SS-R). Ja é sabido que grupos tidis interagem fortemente com a
superficie metalica de ouro (BARNGROVER; AIKENS, 2013). Matthiensen e
colaboradores (2013), através de um estudo de cromatografia gasosa, perceberam
que, de fato, grupos tidis oxidam os atomos de ouro da superficie das nanoparticulas
liberando gas hidrogénio, formando grupos sulfetos fortemente aderidos a superficie

da particula, conforme indicado na figura 16.

Figura 16 — Esquema da equacao quimica responsavel entre a interagcédo Au-S
RsAu AU SR
Au + RS-H —— RrRsar ASR + H,
RS Au* Au*-SR

Fonte: AUTOR, 2016
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Componentes séricos (presentes no plasma sanguineo), tais como a proteina
albumina, tém sido amplamente utilizados em estratégias de bioconjugacéo. Eles
podem se ligar a superficie das nanoparticulas de ouro através de adsorgéo
eletrostatica ou interacao hidrofébica com os agentes de superficie ou através de uma
ligacdo direta a superficie do ouro (WANG et al. 2011).

Muitos estudos tém elucidado o uso de albumina como agente de
bioconjugacao de nanobastdes de ouro. A albumina sérica consiste em uma proteina
com Mr 65 K (humana) constituida por 585 aminoacidos. Um total de 61% das
sequéncias de aminoacidos conhecidas desta proteina sdo conservadas entre
bovinos, ratos e humanos. Suas sequécias de aminoacidos sdo compostas por 17
pontes dissulfeto e um grupo tidl livre (Cys 34) (HE; CARTER, 1992).

Shaw Ill (1989) estudando a bioquimica envolvida na acdo de complexos de
ouro com atividade anti-artrite, demonstrou a alta afinidade do residuo de cisteina 34,
presente na albumina, pelo ouro | (Au*). Hoje, ja se sabe que a interacdo de grupos
tidis terminais, como o presente na cisteina, ocorre através do mecanismo elucidado
por Matthiensen e colaboradores.

Wang e colaboradores (2011) evidenciaram que a presenca da proteina sérica
albumina na superficie de nanobastbes de ouro (Fig. 17B) era capaz de alterar o
plasmon de superficie dessas particulas. Durante a incubacdo com albumina a 10%,
a banda de extincdo referente ao plasmon de superficie longitudinal sofreu um
deslocamento batocrdmico. A adsorcdo dos componentes séricos na superficie do
ouro induziu um deslocamento de 20 nm para a regido do infravermelho-proximo (Fig.
17A).

Figura 17 — (A) Deslocamento na regido do infravermelho proximo dos
nanobastdes de ouro incubados com BSA e (B) esquema de interagéo
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Este mesmo grupo estudando o efeito antitumoral seletivo de nanobastdes de
ouro revestidos com a proteina albumina, relata a grande vantagem do uso de
componentes séricos como agentes passivantes, pois proporcionam a internalizacao
celular destas particulas, que se da, majoritariamente, via endocitose mediada por
clatrina (WANG et al. 2011).



3 CANCER E NANOESTRUTURAS
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3 CANCER E NANOESTRUTURAS

O céancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas de carater
genético provocado a partir do crescimento descontrolado de células, que invadem
tecidos e podem se espalhar para diferentes partes do corpo gerando metastases. A
projecdo mundial para 2020 é que exista mais de 15 milhdes de pessoas afetadas
com tal patologia. Com o tratamento quimioterdpico, atualmente disponivel, 99% das
drogas administradas tipicamente ndo chegam ao tumor. Principalmente por esse
motivo, existe uma corrida no desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e

gue sejam menos toxicos para os pacientes (INCA, 2016; TRAFTON, 2009).

3.1 ONCOGENESE

Em um individuo jovem, a taxa de nascimento celular é maior que a morte celular,
todavia, em um individuo adulto, esses dois processos entram em um estado de
equilibrio. Dessa forma, a multiplicacdo celular precisa ter um dinamismo
criteriosamente regulado a fim de responder as necessidades do corpo. Quando,
eventualmente, esses controles especiais entram em faléncia, as células podem
passar a se multiplicar indefinidamente formando uma massa celular, o tumor
(LODISH et al. 2013).

Muitos estudos indicam que a origem do tumor € fruto de um conjunto de
alteracdes genéticas que levam a transformacao progressiva de células normais em
células malignas. Hanahan e colaboradores (2000) apresentaram seis alteracfes
essenciais na fisiologia celular que, em conjunto podem levar a formacao do tumor: i)
crescimento autossuficiente; ii) insensibilidade aos inibidores de crescimento; iii)
resisténcia aos sinais que programam a morte celular (apoptose); iv) potencial de
replicacdo ilimitado; v) promocédo da angiogénese sustentada; e vi) invasao de tecidos
e desenvolvimento de metastase.

Essas alteracbes sdo desencadeadas como conquéncia de mutacdes
genéticas. As mutacdes podem ter um efeito dominante, quando somente uma cépia
do gene precisa estar mutado, tornando o gene afetado hiperativo (proto-oncogenes),
ou as mutacdes podem ser recessivas. Neste Ultimo caso, as duas copias do gene
devem ser perdidas ou inativadas (genes de supressdo tumoral) (ALBERTS et al.
2010).
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Um tumor pode ser classificado em duas categorias de acordo com a
propensdo a agressividade de seu crescimento. Tumores benignos crescem
localizados sem invasao a tecidos adjacentes. Ao passo que 0s tumores malignos sao
capazes de atravessar a lamina basal que define os limites dos tecidos vizinhos,
podendo difundir-se através do sangue para o corpo, estabelecendo areas
secundarias de crescimento (metastase). A esses Ultimos também é dada a
denominacéo de cancer (WEINBERG, 2008).

3.2 CICLO CELULAR E O CANCER

O individuo humano adulto é formado por trilhdes de células, todas derivadas de uma
Unica célula, o zigoto. A multiplicacdo dessa Unica célula é o que permite a formacao
de todos os tecidos no organismo vivo em um fenémeno conhecido como divisao
celular, onde uma unica célula mae é capaz de gerar duas células filhas idénticas
(LODISH et al. 2013).

Para que a célula se divida, ela precisa passar por uma série de eventos que
constituem o ciclo celular. A regulacédo deste ciclo é critica para o desenvolvimento
normal dos organismos multicelulares, pois a perda nesse controle pode provocar
diversas alteracbes genéticas. Dessa forma a compreensdo do ciclo celular é
fundamental para o entendimento de muitas patologias de cunho genético, incluindo
o cancer (LODISH et al. 2013).

O ciclo celular é tradicionalmente dividido em quatro fases. A fase mais facil de
ser identificada com um simples microscépio é a mitose (fase M), nela ocorre a divisdo
do ndcleo e a célula, de fato, se divide em duas. O intervalo entre duas fases M é
chamado de interfase. A interfase, embora ndo demonstre alteracdes microscopicas
significativas, é, do ponto de vista bioquimico, 0 momento mais critico do ciclo celular
(ALBERTS et al. 2011).

A interfase abrange as trés etapas remanescentes do ciclo: i) fase S, onde
ocorre a replicacdo do DNA no nucleo, como pré-requisito para divisao celular; ii) fase
Ga1, que trata do intervalo entre o final da fase M e o inicio da fase S; iii) fase Gz, que
se insere entre o final da fase S e o inicio da fase M e iv) fase Go, quando a célula
entra em um estado especializado de repouso (células nervosas, musculo

esquelético). Durante as fases Gi1 e Gz, a célula esta em intenso metabolismo de
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transcricdo de genes e sintese proteica, provocando um grande aumento do volume
celular e do numero de organelas (ALBERTS et al. 2011).

Os eventos macromoleculares envolvidos no ciclo celular de células
eucaridticas sdo regulados por proteinas quinases heterodiméricas, as quinases
dependentes de ciclinas (Cdk). As concentracfes das subunidades reguladoras
dessas quinases, as ciclinas, aumentam e diminuem, controlando o ciclo celular
(LODISH et al. 2013).

O complexo formado pela ciclina mitética (ciclina-M) e a Cdk, por exemplo,
possui um papel importante no controle do ciclo. A sintese de ciclina-M se inicia
imediatamente apés a divisdo celular e permanece continua durante a interfase. O
aumento da concentracao de ciclina-M leva a formacgé&o do complexo ativo M-Cdk, que
dirige a entrada na fase M (Fig. 18). Ao final da mitose o complexo promotor da
anafase (APC anaphase promoting complex) adiciona ubiquitina as ciclinas
sinalizando sua degradacéao pelos proteassomos. Um complexo semelhante, o S-Cdk,

quando formado, é capaz de acionar o inicio da fase S (ALBERTS et al. 2011).

Figura 18 — Papel das proteinas quinases dependentes de ciclina e ciclinas na

regulacéo do ciclo celular

Fonte: ALBERTS, 2010

O ciclo celular € um processo ordenado e especialmente regulado para evitar
que mutacdes deletérias sejam passadas para outras geragbes celulares. Os

mecanismos moleculares responsaveis por esta regulacdo ainda sao pouco
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compreendidos. Todavia, um conjunto de proteinas especificas inibidoras de Cdk é
capaz de assegurar que um DNA danificado ndo se replique e o cilo celular nédo se
complete (ALBERTS et al. 2010).

O DNA danificado pode provocar o aumento na concentracdo e atividade da
proteina p53, uma proteina reguladora de genes capaz de ativar a transcricdo de um
gene que codifica uma proteina inibidora de Cdk, chamada p21. A proteina p21 se liga
aos complexo S-Cdk, inativando-os e impedindo que eles conduzam o inicio da fase
S. Eventualmente, se a p53 nao existir ou estiver defeituosa, o DNA danificado pode
ser replicado, conduzindo a um aumento na taxa de mutacdes, o que pode levar ao
desenvolvimento de uma célula cancerosa (ALBERTS et al. 2011).

Uma segunda forma de controle esta na fase M para assegurar que as fibras
do fuso da célula estdo corretamente alinhadas antes da separacdo dos
cromossomos. Se o dano ou anormalidade do DNA ou na formacédo do fuso séo
detectados nestes pontos de verificacdo, a célula é forcada a passar pela morte
programada (apoptose) (LODISH et al. 2013).

3.3 TRATAMENTO

O cancer é reconhecido como entidade diagndstica ha muitos séculos, todavia, as
primeiras observacdes de regressao tumoral induzida por droga datam do inicio da
década de 1940 com as mostardas nitrogenadas. Os agentes descobertos nas
primeiras décadas da quimioterapia do cancer, tal como as mostardas, interagem com
o DNA, inibindo a sua replicacdo, ou causando danos irreparaveis (SILVA, 2010).

A descoberta de novos agentes a partir de produtos naturais mais
convencionais, como o paclitaxel (substancia quimica presente na casca da planta
Taxus brevifolia), e de agentes semissintéticos, como o etoposido, direcionou a
guimioterapia contra o processo proliferativo, se estendendo para novos campos de
investigacdo (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).

Com o avanco tecnologico, novos planos de estudos tém sido destinados ao
desenvolvimento de novos farmacos que atuem em um alvo molecular. Embora a
diversidade de suas aplica¢6es tenha sido ampliada, os agentes antineoplasicos ainda
apresentam um indice terapéutico estreito e por isso apresentam um alto potencial de
causar efeitos colaterais adversos (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).
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Didaticamente, os antineoplasicos podem ser classificados de acordo com o
seu mecanismo de acdo em: i) agentes alquilantes, ii) agentes antimetabdlicos; iii)
antibiéticos; iv) inibidores das topoisomerases; V) inibidores dos microtubulos; vi)
derivados da platina; vii) agentes hormonais; viii) inibidores de tirosina cinase; ix)
anticorpos monoclonais e x) fatores de crescimento hematopoéticos (SILVA, 2010).

Segundo o INCA, os antineoplasicos mais empregados no tratamento do
cancer incluem os alquilantes polifuncionais, os antimetabdlicos, os antibioticos e 0s
inibidores dois microttbulos (INCA, 1993).

Os agentes alquilantes, como mecloretamina e a dacarbazina, sdo compostos
capazes de se ligar ao DNA e impedir a separacao da dupla fita, boqueando a sua
replicacdo. Os agentes antimetabdlicos, por outro lado, sdo substancias analogas a
constituintes de vias metabdlicas importantes. Sua acdo, majoritariamente, se da
através da inibicdo de enzimas responsaveis pela biossintese dos componentes
essenciais do DNA. O metotrexato, um analogo do acido félico, € um dos principais
antineoplasicos desta classe (SILVA, 2010). Os farmacos destas duas classes sao
capazes de causar, dentre outros efeitos, toxicidade gastrintestinal, aplasia germinal,
infertilidade permanente, nefropatia e neurotoxicidade aguda.

Os antibidticos séo representados por um grupo de substancias com estrutura
guimica variada que possuem em comum a presenca de anéis insaturados capazes
de incorporar um excesso de elétrons e produzir radicais livres reativos. O antibidtico
doxorrubicina, por exemplo, € um dos mais efetivos agentes utilizados no tratamento
de carcinomas da mama, ovario, endométrio, bexiga, tireoide e pulméo. Todavia
apresenta diversos efeitos colaterais como a mielossupressdo e cardiotoxicidade
(SILVA, 2010).

Os agentes inibidores do microtibulo sdo capazes de estabilizar os
microtubulos (polimeros de tubulina responsaveis pela formacdo do citoesqueleto e
formacdo do fuso mitético na divisdo celular) impedindo a reorganizagédo celular e
levando a célula a apoptose. Embora esta classe de antineoplasicos venha se
destacando, tendo como principal representante o paclitaxel, ainda apresenta diversos
efeitos colaterais incluindo neutropenia, neurotoxicidade, nauseas, vomitos e diarreia
(SILVA, 2010).

Além do uso de medicamentos (quimioterapia), o tratamento do cancer pode
ser feito através de cirurgia, radioterapia ou transplante de medula éssea. Em muitos

7

casos, é necessdaria a combinacdo de mais de uma destas modalidades. O atual
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conceito de radioterapia envolve o tratamento no qual se utilizam radiacfes ionizaveis,
invisiveis aos olhos humanos, para destruir um tumor ou impedir que suas células
aumentem. Na maioria das vezes, o0 uso da radioterapia estd associado ao tratamento
conjunto com a quimioterapia (BRADY; PEREZ; HALPERIN, 2008).

Estudos epidemiologicos confirmam que metade dos pacientes com cancer
sdo tratados com radiacdes e a efetividade desse tratamento na cura tem sido
bastante satisfatéria. Quando se trata de tumores em estagios terminais, a
radioterapia ainda lan¢ga mé&o de seu uso como paliativo, contribuindo para melhoria
da qualidade de vida do paciente. Isso se deve, principalmente, pois as aplicacées de
radiacdo diminuem o tamanho do tumor, o que causa um alivio na pressao, reduzindo
hemorragias, dores, e outros sintomas. Todavia, o fato da fonte de radiagdo se
encontrar fora do corpo pode gerar uma superexposicado dos tecidos sadios, 0 que
complicard em efeitos colaterais severos (INCA, 2016).

Réadio e quimioterapias convencionais sao capazes de destruir células tumorais
(PAWLIK & KEYOMARSI, 2004; KAUFMANN & EARNSHAW, 2000), contudo
produzem fortes efeitos colaterais (IGNEY; KRAMMER, 2002; EVAN; VOUSDEN,
2001). Os agentes utilizados no tratamento do cancer afetam tanto células
neoplasicas como as normais, originando os diversos efeitos adversos. Dessa forma,
muito se tem investido no desenvolvimento de novas agentes antitumorais que sejam

mais eficazes e menos téxicos.

3.4 CANCER E NANOESTRUTURAS

Nos ultimos anos, a introducédo bem sucedida de diversos novos produtos a base da
nanomedicina na préatica clinica e até mesmo no comeércio ja tem demonstrado
resultados positivos da pesquisa fundamental. A tabela 1 apresenta

nanomedicamentos aprovados por um ou mais 6gaos reguladores em todo o mundo.



47

Tabela 1: Medicamentos a base de nanomateriais aprovados por um ou mais

6rgaos
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Wang, Langer e Farokhzad, em 2012, relataram seis terapias antitumorais a
base de nanoparticulas. A primeira terapia a base de nanoparticulas aprovada para
uso clinico foi a antraciclina (doxorrubicina peglada) lipossomal. Northfelt et al (1998)
realizaram um ensaio clinico em pacientes com sarcoma de Kaposi’s associado a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), e observaram que 45,9 % dos
pacientes sob uso da doxorrubicina peglada obtiveram uma resposta clinica, ao passo
que apenas 24,8 % dos pacientes sob uso da terapia convencional (ABV -
doxorrubicina, bleomicina e vincristina) responderam ao tratamento NORTHFELT et
al. 1998).

Gradishar e colaboradores (2005) avaliaram, através de um estudo clinico
randomizado, o efeito comparativo entre nanoparticulas a base de paclitaxel-albumina
e a droga padrao paclitaxel. Os seus resultados indicaram uma maior resposta da
formulacdo nanoparticulada (33% vs 19%) e uma diminuicdo significativa na
incidéncia de neutropenia (REYNOLDS et al. 2009).

Outras terapias, com base em nanoestruturas estdo sob investigacao pré-
clinica, por exemplo: Lipoplatin, LiPlaCis e SPI-007 (formulagbes lipossomais da
cisplatina) (MYLONAKIS et al. 2010); OncoTCS (lipossomal vincristina) (HOFHEINZ
et al. 2005); NK911 (doxorrubicina peglada associada a aspartato) (MATSUMARA et
al. 2004); ALN-VSP e CALAA-01 (RNAs de interferéncias encapsulados) (OZPOLAT,;
SOOD; LOPEZ-BERESTEIN, 2010; DAVIS et al. 2010).

Além desses agentes antitumorais, nanoparticulas metélicas, seus sais ou
oxidos metalicos vém sendo estudadas como potencias agentes terapéuticos no
combate ao cancer. Como ja descrito, had varios trabalhos empregando-se
nanoparticulas em biomedicina, e.g. biossensores (YU & IRUDAYARAJ, 2007),
liberacdo de farmacos/genes (TONG et al. 2007, WIJAYA et al. 2009), termoterapia
(HUANG et al. 2006), entre outros; tirando proveito das propriedades Opticas e fisico-
guimicas singulares dessas nanoestruturas.

Entre esses diversos tipos de nanoparticulas, nanobastdes de ouro (AuNRs,
gold nanorods) tém apresentado grande potencial no desenvolvimento de tratamentos
antitumorais. Varios trabalhos j4 foram realizados com relagcdo a citotoxicidade,
biocompatatibilidade e biodistribuicdo dessas particulas, tanto em relacdo ao seu
tamanho, forma e agentes que podem ser ancorados em suas superficies
(ALBANESE et al. 2012, XU et al. 2012, GRABINSKI et al. 2011, QIU et al. 2010).
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Um exemplo bastante ilustrativo, em que se toma proveito das propriedades
opticas singulares de AuNRs, é seu uso em termoterapia contra o cancer. De fato,
AuNRs sao capazes de absorver radiacdo eletromagnética na regiao do infravermelho
proximo, transferindo parte dessa energia absorvida na forma de calor para sua
vizinhaca, o que pode resultar na morte de células (ALKILANY et al. 2012).

Outro estudo verificou que AuNRs, contendo em sua superficie brometo de
cetiltrimetilaménio (CTABr) e albumina, sdo capazes de causar disturbios nas
membranas lipidicas, gerando nanoaberturas que permitem um aumento da
permeabilidade tanto na célula como em suas organelas, tal como lisossomos e
mitocondrias (ALBANESE et al. 2012, LEROUEIL et al 2007). Trabalhos mais recentes
realizaram um estudo comparativo de absor¢céao e transporte intracelular de AuNRs
revestidos com proteina em carcinoma epitelial alveolar humano e células normais,
verificando-se que essas nanoestruturas eram capazes de se acumular seletivamente
em mitocéndrias de células cancerigenas, causando a morte da célula (WANG et al.
2011).

Wang e colaboradores (2011) observaram que AuNRs apresentam
comportamentos diferentes quanto a absorcdo celular, trafico intracelular e
susceptibilidade frente aos lisossomos, em diferentes linhagens de células, gerando
acumulo maior de particulas em células cancerosas. Neste trabalho os AUNRS foram
sintetizados conforme o método mediado por semente; o CTABr residual foi removido
por centrifugacao; e os bastdes tratados com uma solucéo de proteina sérica bovina
(BSA) a 10%. Os nanobastbes de ouro assim revestidos foram expostos a trés
linhagens de células diferentes: células de carcinoma (A549), células epiteliais
normais dos bronquios (16HBE) e células tronco adultas (MSC). A viabilidade celular
foi avaliada pelo método CCK-8 (cellcounting kit), uma técnica similar ao MTT (Fig.
19) (WANG et al. 2011).
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Figura 19 - Viabilidade de trés linhagens celulares frente a AuNRs: uma
cancerosa (A) A549 e duas normais (B) 16HBE e (C) MSC
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Fonte: WANG et al. 2011

Os dados obtidos neste estudo (Fig. 19), indicam que a uma concentragao de
50 uM ou 100 pM de ouro na cultura, no tempo de 72 horas, os AuNRs inibiram
fortemente a viabilidade das células de carcinoma A549, reduzindo a sua viabilidade
para 27% e 10%, nas respectivas concentracdes. Contudo, o impacto nas células
normais (L6HBE e MSC) foi minimo, até mesmo na concentracdo maxima de estudo
de 200 pM. Ademais, a citotoxicidade dos AuNRs se demonstrou dependente da
concentracdo e do tempo de exposicdo. (WANG et al. 2011)

Com a finalidade de entender o modo pelo qual a citotoxicidade dos AuNRs
atua seletivamente, Wang (2011) realizou caracterizacdo por MET dos sistemas
expostos. As imagens mostraram que 0s nanobastdes se encontravam nas células,
dentro de vesiculas, (Fig. 20) indicando que o processo de absorc¢éo pode ter ocorrido
através de alguma interacdo da particula com um receptor de membrana (WANG et
al. 2011).

Figura 20 — Localizagao intracelular de AuNRs em imagens de MET da linhagem

A549 (tumoral): M = mitocdndria, L = lisossomo e E = endossomo

Fonte: WANG et al. 2011
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Existem trés principais modos de absor¢cdo por endocitose: pinocitose,
fagocitose e endocitose mediada. Uma vez que ndo existe conhecimento sobre
atividade de pinocitose e fagocitose em nenhuma das linhagens celulares utilizadas
nesse estudo, a provavel rota de absorcao é endocitose mediada. Para confirmar isso,
0S autores submeteram as amostras, sob as mesmas condicdes, a presenca de
clopromazina e sacarose (substancias conhecidas por causar inibicdo do processo
celular de endocitose mediada por clatrina). O resultado foi diminuicdo da absorcéo
em 75 a 80%. Isso demonstrou que a rota principal de absor¢cdo dos AuNRs é a
endocitose mediada por clatrina. Outros estudos similares demonstraram que o
mecanismo secundario de internalizacédo € a endocitose mediado por lipidio (WANG
et al. 2011).

Os dados sugerem gue os AuNRs tratados com albumina se ligam a receptores
na membrana celular que ativam o processo de endocitose. O ponto de interacdo com
0 receptor é a proteina sérica que envolve os bastées. Além de reduzir a carga positiva
da superficie, a proteina sérica favorece a internalizagédo das particulas via interacdo
proteina-receptor celular (WANG et al. 2011).

Embora os resultados obtidos nos estudos de Wang tenham dado uma
perspectiva muito grande acerca da acdo das nanoparticulas frente ao sistemas
bioldgicos, ainda ndo se explica a maior citotoxicidade dos AuNRs nas células de
carcinoma. Para tentar entender isso, este mesmo grupo realizou um estudo cinético,
no qual submeteu as amostras a uma série de imagens de MET em funcao do tempo.
Os resultados indicaram a presenca de AuNRs dentro da célula sob um envoltério
lipidico (endossomal/lisossomo). Contudo, na linhagem celular A549 havia a presenca
de AuNRs livres no citoplasma e em grande concentracdo na mitocondria (WANG et
al. 2011).

A ideia proposta para explicar esta seletividade, leva em consideragcdo um
aspecto muito importante do metabolismo celular: os lisossomos apresentam enzimas
capazes de desnaturar proteinas. A desnaturacdo da proteina sérica que envolve o
AuNR, causa a exposicao das moléculas de CTABr. O CTABr exposto pode destruir
a membrana lisossomal, se difundir no citoplasma e, através de sua caracteristica
catibnica pode direcionar essas particulas para a mitocondria (potencial
transmembranar negativo) e causar o efeito citotoxico esperado (interrupcdo da

producdo de ATP, estresse oxidativo, morte celular) (WANG et al. 2011).
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As células de carcinoma A549 sdo menos tolerantes ao CTABr. Devido ao
intenso metabolismo de multiplicacdo celular, a estrutura da membrana lisossomal
dessas células € mais fragil e, dessa forma, pode ser rompida frente a agdo do CTABr
exposto. As células MSC e 16HBE, todavia ndo apresentaram ruptura lisossomal.
Dessa forma, a acao toxica dos AuNRs € seletiva devido a caracteristica intrinseca da
célula de carcinoma (WANG et al. 2011).

Este trabalho mostra resultados muito promissores, contudo poucos estudos
tém sido reportados com relacdo ao mecanismo de inibicdo seletiva dessas

nanoparticulas na mitocéndria de células cancerigenas.



4 METABOLISMO E BIOENERGETICA
MITOCONDRIAL
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4 METABOLISMO E BIOENERGETICA MITOCONDRIAL

Metabolismo é o termo utilizado para designar o conjunto de transformacdes quimicas
que ocorrem em uma célula ou em um organismo vivo. Nelson e Cox (2014)
descrevem as quatro principais funcdes do metabolismo: i) obtencdo de energia
quimica; ii) conversdo de nutrientes em precursores de macromoléculas; iii)
polimerizacdo de precursores monomeéricos; e iv) sintese e degradacdo de
biomoléculas necessarias para func¢des celulares especificas.

Didaticamente, o metabolismo pode ser dividido em duas fases: catabolismo
e anabolismo. A fase de catabolismo envolve reacfes de degradacdo de moléculas
nutrientes em produtos menores (acido latico e COz) liberando energia que pode ser
conservada na forma de uma ligacdo de fosfato presente no ATP (trifosfato de
adenosina) (NELSON; COX, 2014). No anabolismo, precursores simples séao
transformados em moléculas maiores e complexas (lipideos, polissacarideos,
proteinas). As reacfes nesta uUltima fase necessitam de energia para ocorrer. Essa
energia € obtida através da transferéncia do grupo fosforil do ATP ou do poder redutor
das coenzimas NADH, NADPH e FADH: produzidos na fase catabdlica (MALTIN,
2016).

As células heterotréficas utilizam a energia proveniente do catabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas para sintetizar de ATP a partir de ADP (difosfato
de adenosina) e Pi (fosfato inorganico). O ATP produzido € capaz de doar parte de
sua energia quimica, via hidrélise, para processos endergbnicos (AG > 0). A variacéo
da energia livre sob condi¢cdes-padrédo (AG™) para a hidrdlise de ATP é — 30,5 kJ/mol
(NICHOLLS; FERGUSON, 2013).

ATP* +H,0 ——> ADP% + Pi2 + H* eq. (3)

4.1 METABOLISMO HEPATICO

O figado é o maior 6rgao do corpo, contribuindo com cerca de 2% do peso corporal
total (HALL, 2011). Localizado no cruzamento entre o trato digestorio e o restante do
corpo, este Orgao € considerado a principal ferramenta de biotransformacdo dos

compostos quimicos enddégenos e exdgenos (xenobidticos), essa grande glandula
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anexa apresenta altos niveis de enzimas metabolizadoras (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2007; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Os farmacos administrados por via oral sdo absorvidos no intestino e entram
na circulagdo porta para sua primeira passagem pelo figado, onde sofrem acao das
enzimas metabolizadoras. Estas enzimas sdo agrupadas em duas fases de acordo
com as reacoes que elas promovem: i) reacdes de fase |, que possibilitam a introducéo
dos grupos funcionais -OH, -COOH, -SH, -O- ou NH: através de reac¢des de oxidagao,
reducao ou hidrélise (enzimas do citocromo P450, monoxigenases contendo flavina e
epoxido hidrolases) ou; i) reacbes de fase Il, pelas quais as enzimas
(sulfotransferases, UDP-glicuronosiltransferases, N-acetil transferases,
metiltransferases) catalisam a conjugacdo de um substrato, tornando o metabdlito
mais hidrossoluvel facilitando a sua eliminagdo. Embora uma parte do farmaco escape
do metabolismo de primeira passagem, as passagens subsequentes pelo figado
resultam em mais metabolismo até que o farmaco tenha sido totalmente eliminado
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007). O fato do figado ser o primeiro contato da droga
antes de atingir a circulacdo sanguinea, faz com que este 6rgdo seja muito utilizado
em estudos de toxicidade.

O figado exerce o critico trabalho de manter a homeostasia metabdlica do
corpo. Isso inclui a armazenagem do sangue, de vitaminas e ferro, formacéo de fatores
de coagulacao, sintese de muitas proteinas plasmaticas e a detoxicacdo e excre¢ao
para a bile de produtos de eliminacdo enddgenos e xenobioticos. Este orgdo é
responsavel também pelo processamento de carboidratos, lipideos, aminoacidos e
vitaminas da dieta (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; HALL, 2011).

4.2 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Carboidratos sao poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou substancias que geram
estes compostos quando hidrolisadas. Esta biomolécula € o principal elemento da
dieta heterotréfica e a sua oxidacdo é a via central de producéo de energia na maior
parte das células. A maioria dos carboidratos € encontrada na natureza na forma de
polissacarideos, como o amido e o glicogénio (NELSON; COX, 2014). A disgestao
destes polimeros inicia na boca e se estende até o intestino, onde sofrem acéo de
enzimas hidroliticas, e.g. na superficie dos enterocitos (epitélio intestinal), e séo

convertidos a monossacarideos (glicose, frutose e galactose). Os mondémeros séo
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absorvidos nos enterdcitos por transportadores especificos (SGLT1 e GLUTS) e
carreados pela corrente sanguinea para todos os tecidos do corpo (MOYES;
SCHULTE, 2010).

Nos animais, a glicose absorvida possui trés destinos principais: i) sintese de
polissacarideos complexos, direcionados ao espaco extracelular; ii) armazenamento
em células; ou iii) ser oxidada a compostos de trés carbonos por meio da glicolise. A
glicolise é a via metabdlica pela qual uma molécula de glicose é oxidada a duas
moléculas de piruvato, com a liberacéo de energia conservada na forma de ATP e
NADH. Outros monossacarideos (frutose e galactose) também podem entrar na via
glicolitica (NELSON; COX, 2014).

A via glicolitica, detalhada por Otto Meyerhof em 1940, compreende 10
reacbes enziméaticas, das quais trés sdo irreversiveis. A primeira é catalisada pela
hexoquinase, que fosforila a glicose para produzir glicose-6-fosfato. A segunda reacao
€ catalisada pela fosfofrutoquinase | e a terceira pela piruvato quinase. A
fosfofrutoquinase converte a frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato, ao passo que a
piruvato quinase converte fosfoenolpiruvato em piruvato (HAY, 2016). O piruvato
formado na glicélise sofre descarboxilacdo oxidativa pelo complexo da piruvato-
desidrogenase. Nesta reacéo, o grupamento carboxil do piruvato € removido na forma
de COg, e os carbonos remanescentes sdo convertidos ao grupo acetil da acetil-CoA

com a liberacdo de uma molécula de NADH.

4.3 METABOLISMO DE LIPIDEOS

Os lipideos constituem um grupo de compostos quimicamente diversos insollveis em
agua. Os triacilgliceréis sdo os lipideos mais simples, compostos por trés &cidos
graxos, cada um em ligacao éster com uma mesma molécula de glicerol (CAMPBELL,
2013).

Os triacilglicerdis insoltveis consumidos na dieta sédo convertidos, pela acéo
dos sais biliares, a micelas microscopicas para que possam ser absorvidos. A
formacdo destas micelas facilita a acdo de lipases hidrossoluveis presentes no
intestino que transformam os triacilglicer6is em monoacilglicerdis, diacilgliceradis,
acidos graxos livres e glicerol (NELSON; COX, 2014).

Os produtos da acao da lipase sao absorvidos pela mucosa intestinal, sendo

novamente convertidos a triacilgliceréis e empacotados com colesterol e proteinas
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especificas, gerando agregados de lipoproteinas, os quilomicrons. Assim, 0s
triacilglicerdis sao transportados nas lipoproteinas e carreados pelo sangue para 0s
musculos e tecido adiposo, onde sdo hidrolisados a &acido graxo e glicerol. No
musculo, os 4cidos graxos sao oxidados para a obtengdo de energia, ja no tecido
adiposo, eles sao reconvertidos a triacilgliceréis e armazenados (NELSON; COX,
2014; CAMPBELL, 2013).

A obtencado de energia a partir de lipideos ocorre através da p-oxidacdo, um
processo de quatro etapas por meio do qual os acidos graxos sao convertidos a acetil-
CoA com a producéo de coenzimas reduzidas (FADH2 e NADH). A B-oxidac&do pode
ocorrer em todas as células do corpo, todavia acontece com especial rapidez nas
células hepaticas (HALL, 2011).

4.4 METABOLISMO DE PROTEINAS

Proteinas sédo polimeros de aminoacidos unidos através de uma ligacao peptidica. As
proteinas ingeridas na dieta sdo enzimaticamente degradadas a seus respectivos
mondmeros de aminoacidos. No estbmago, as proteinas sofrem desnaturacéo
decorrente da acidez do suco gastrico, que torna suas ligacdes peptidicas mais
suscetiveis a hidroélise pela acdo da enzima pepsina. No intestino delgado, os
peptideos menores produzidos pela pepsina, sao hidrolisados por duas enzimas de
origem pancreatica, a tripsina e a quimiotripsina. A degradacdo de pequenos
peptideos no intestino € entdo completada por outras peptidases intestinais
(carboxipeptidases A e B) (LOURENCO, 2000).

Os aminoacidos livres sdo transportados para dentro das células epiteliais,
chegam aos capilares onde sdo conduzidos para o figado. A maior parte dos
aminoacidos € metabolizada no figado e podem servir de precursores para a sintese
de novas proteinas, de glicose (via gliconeogénese), acidos graxos ou para producao
de ATP (NELSON; COX, 2014).

Assim, como as demais biomoléculas, os aminoacidos também podem ser
degradados para a producao de energia metabdlica. A primeira etapa do catabolismo
dos amino&cidos € a transferéncia do grupo amino para o a-cetoglutarato, formando
glutamato. O glutamato é entdo transportado para a mitocéndria onde sofre acdo da

glutamato-desidrogenase. A amonia produzida nesta reacao € utilizada, juntamente



MATERIAL E METODOS 58

com o COz, produzido na respiragdo mitocondrial, para formar carbamoil-fosfato que,
por fim, entra no ciclo da ureia (KREBS; BELLAMY, 1960).

Apés a remocdo do grupamento amino, os esqueletos carbdnicos dos vinte
aminoécidos séo oxidados para formar seis compostos principais que participam,
direto ou indiretamente, do ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs) na mitocéndria: acetil-
CoA, a-cetoglutarato, acetoacetil-CoA (indiretamente), piruvato (indiretamente),
fumarato e succinil-CoA (CAMPBELL, 2013).

4.5 MITOCONDRIAS

A maior parte da energia na forma de ATP é produzida na mitocondria. Com o
didmetro médio de 1 um, essa organela esta distribuida por todo o citoplasma,
concentrando-se mais nas porcdes da célula que utilizam a maior parte de seu
metabolismo energético. O nimero total de mitocdndrias por células varia de menos
de cem até varios milhares (HALL, 2011).

A estrutura bésica da mitocondria (Fig. 21) é composta principalmente por
duas membranas: externa e interna. A membrana mitocondrial externa é permeavel a
moléculas pequenas e a ions. A membrana interna, no entanto, € impermeavel a
maioria das moléculas pequenas e ions. A Unica forma de atravessar a membrana
interna é através do uso de transportadores especificos (CAMPBELL, 2013; NELSON;
COX, 2014).

Figura 21 — Mitocbndria e sua estrutura: (A) desenho esquemético e (B)
micrografia de MET
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Fonte: HALL, 2011; VOET et al. 2014
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O intersticio delimitado pela membrana interna é chamado de matriz
mitocondrial, onde estdo concentradas grandes quantidades das enzimas
responsaveis pelo metabolismo energético (piruvato desidrogenase, enzimas do ciclo
do &cido citrico, enzimas da B-oxidacdo e da oxidacdo dos aminoacidos). E na matriz
gue estdo localizadas todas as vias de oxidacdo dos nutrientes, exceto a glicolise
(NELSON; COX, 2014; ALBERTS et al. 2010).

4.6 RESPIRACAO CELULAR

A oxidacdo de carboidratos, lipideos e alguns aminoacidos convergem para a
formacdao de acetil-CoA, material de partida para o ciclo do acido citrico. Os esqueletos
carbdnicos de outros aminoacidos podem ser convertidos a outros intermediarios do
ciclo. Assim que o acetil-CoA entra no ciclo, este sofre acdo da primeira enzima do
ciclo, a citrato-sintase, que é capaz de promover a sua condensacdo com O
oxaloacetato para formacao de citrato (NELSON; COX, 2014).

Em sete etapas sequenciais, o ciclo do acido citrico converte citrato a
oxaloacetato promovendo a liberacdo de energia na forma de trés moléculas de
NADH, uma molécula de FADH2 e um ATP. Trata de uma via ciclica, onde os
intermediarios estdo sendo consumidos e produzidos novamente (NELSON; COX,
2014).

Durante o catabolismo das biomoléculas, algumas coenzimas séo capazes de
captar elétrons liberados nas reagfes de oxidacdo: nucleotideos de nicotinamida
(NAD* ou NADPY) e nucleotideos de flavina (FMN ou FAD). Essas coenzimas, também
conhecidas como aceptores universais de elétrons, fornecem os elétrons necessarios
para o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, em um processo que gera
a maior parte do ATP produzido na célula (CAMPBELL, 2013).

As formas reduzidas NADH e NADPH sao carreadoras de elétrons que se
associam a uma classe de enzimas desidrogenases ligadas a nucleotideos de
nicotinamida. Essas enzimas catalisam reacdes reversiveis de oxirreducado desses
compostos, conforme as equagdes (NICHOLLS; FERGUSON, 2013):

NAD* + H* +2e- = NADH eq. (4)
NADP* + H* +2e- = NADPH eq. (5)
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O NADPH usualmente € direcionado para suprir os elétrons das reacfes de
anabolismo. O NADH, no entando, € conduzido a cadeia transportadora de elétrons
onde sofre acdo do primeiro complexo enzimético: NADH-desidrogenase mitocondrial
ou complexo |I.

A membrana interna é impermeavel a NADH, dessa forma, os elétrons
conservados nas moléculas de NADH citosélicas séo transferidos para seu
equivalente redutor mitocondrial através de um sistema de lancadeiras (CAMPBELL,
2013).

Os nucleotideos de flavina (FAD e FMN) possuem um potencial de reducéo
maior que os nucleotideos de nicotinamida, além de serem capazes de aceitar dois

ou apenas um elétron, neste Ultimo caso produzindo a forma semiquinona.

FAD + 2H* +2e- = FADH, eq. (6)
FMN 2H* + 2 = FMNH, eq. (7)

Outros trés tipos de moléculas carreadoras de elétrons estdo organizadas em
complexos supramoleculares na membrana interna mitocondrial e comp&em a cadeia
transportadora de elétrons: ubiquinona e duas classes de proteinas que contém ferro
(citocromos e proteinas ferro-enxofre). A ubiquinona (Q) é um carreador hidrofébico
capaz de se difundir livremente na bicamada lipidica e pode aceitar um ("QH) ou dois
elétrons (QH2), assim como os nucleotideos de flavina (NELSON; COX, 2014).

Os citocromos sdo proteinas que possuem o grupo heme coordenado ao
ferro. As mitocéndrias apresentam os tipos de citocromos a, b e c. Os citocromos das
classes a, b e alguns da classe ¢ sao proteinas integrais de membrana. Contudo o
citocromo ¢ mitocondrial € uma proteina soluvel situada no espaco intermembrana. As
proteinas ferro-enxofre, por outro lado, sdo compostas por centros de ferro
coordenados a atomos de enxofres presentes em residuos de cisteina e participam
da transferéncia de um elétron, onde o atomo de ferro & reduzido ou oxidado
(NELSON; COX, 2014).

Os citocromos e as proteinas ferro-enxofre estdo organizadas em quatro
complexos enzimaticos (Fig. 22):

e Complexo | — também conhecido como NADH-desidrogenase, € uma enzima
grande que possui seis centros ferro-enxofre e uma flavoproteina (FMN). Este

complexo enzimatico € capaz de transferir o elétron presente no NADH para a
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ubiquinona, usando a energia proveniente desta transferéncia para bombear 4
prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana.

e Complexo Il — também conhecido como succinato-desidrogenase, é uma
enzima que faz parte do ciclo do acido citrico e catalisa a transferéncia de
elétrons do succinato (oxidado a fumarato) para o FAD e, posteriormente, para
ubiquinona.

e Complexo Il — também chamado de complexo do citocromo bci, € capaz de
acoplar a transferéncia de elétrons do ubiquinol (forma reduzida da ubiquinona)
para o citocromo ¢, promovendo o transporte de mais quatro prétons da matriz
para o espaco intermembrana.

e Complexo IV — ou citocromo oxidase, € o Ultimo complexo enzimético carreador
de elétrons da cadeia transportadora de elétrons. Sua principal funcdo é a
transferéncia dos elétrons presentes no citocromo ¢ para o oxigénio, reduzindo-

0 a agua. Através da atividade do complexo 1V, dois prétons sdo bombeados.

Figura 22 — O fluxo de elétrons e os complexos enzimaticos da cadeia

transportadora de elétrons
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Fonte: NELSON; COX, 2014

O continuo bombeamento de protons pelos multicomplexos enzimaticos da
cadeia respiratoria gera um gradiente de concentracdo de protons, sendo o0 espaco
intermembrana com maior concentracdo dessa espécie. Segundo o modelo

guimiosmotico, proposto por Peter Mitchell (1961), o potencial eletroquimico gerado
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pela diferéncia de concentracéo de prétons produz uma forga proton-motriz capaz de
promover a sintese de ATP (MURRAY et al. 2014; NICHOLLS; FERGUSON, 2013).

O potencial eletroquimico de protons (AuH*) possui duas componentes: uma
quimica (ApH), decorrente da maior concentragdo de protons no espaco
intermembrana e; uma elétrica (AW), decorrente da diferenca de potencial elétrico nos
dois ambientes aquosos (espaco intermembrana e matriz). A componente elétrica, em
condicoes fisiolégicas, € dominante, pois a quimica varia pouco, apenas 0,5 unidades
de pH (NICHOLLS; FERGUSON, 2013).

A teoria quimiosmoética explica a dependéncia da transferéncia de elétrons
(oxidacdo) e a sintese de ATP (fosforilacdo). A forca proton-motrix, gerada pelo
gradiente de préton, impulsiona os prétons de volta a matriz através de um outro
complexo enzimético, a ATP-sintase (JUNGE; NELSON, 2015) (Fig. 23). A ATP-
sintase é composta por dois elementos: Fo, uma proteina integral de membrana que
possui um poro para prétons, por onde os prétons bombeados na cadeia respiratoria
tornam a matriz; e F1, uma proteina periférica que possui sitios ativos de fosforilagéo
do ADP (NELSON; COX, 2014).

O mecanismo de producédo de ATP pela ATP-sintase € explicado através de
um fendmeno conhecido como catélise rotacional. O subcomplexo Fo € formado por
um cilindro de subunidades protéicas c (c10), ligado a uma subunidade y com a forma
de uma haste inclinada. Esta haste se encaixa na parte central do subcomplexo Fi,
formado por trés subunidades proteicas a e trés B, estas Ultimas possuem os sitios
ativos de fosforilacdo. A subunidade B do primeiro sitio (B-ADP) est4 associada ao
ADP e ao Pi, uma outra subunidade (3 estabiliza o ATP (3-ATP) e a ultima subunidade
assume a conformacgao B-vazio (NICHOLLS; FERGUSON, 2013). A passagem de
préton através da porcédo Fo da ATP-sintase promove uma mudancga conformacional
nos trés sitios ativos de Fi. A corrente de prétons atraves do Fo faz com a subunidade
y rotacione, provocando a compressao das subunidades [, que alternam suas
conformacdes proporcionando a sintese de ATP (JUNGE; NELSON, 2015; MURRAY
et al. 2006).
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Figura 23 — Teoria quimiosmaotica aplicada a mitocondria. Fluxo de elétrons
acompanhado do bombeamento de prétons e estabelecimento do potencial

eletroquimico acoplado a sintese de ATP
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Fonte: NELSON; COX, 2014

Cada ciclo promovido pela catalise rotacional gera trés moléculas de ATP. Os
protons transportados para a matriz pela ATP-sintase sdo bombeados de volta para o
espaco intermembrana em um ciclo continuo, mantendo o acoplamento entre a cadeia
transportadora de elétrons e a ATP-sintase (MURRAY et al. 2014).

4.7 ESTADOS DO CONTROLE RESPIRATORIO

A cinética da fosforilacdo oxidativa em preparacdes mitocondriais foi esclarecida em
1955 por Chance e Williams. Neste estudo, os autores demontraram gue 0 consumo
de oxigénio aumentava a medida que substratos e ADP eram adicionados ao
homogenato de mitocondrias, possibilitado a elucidacdo de diferentes estados da
fosforilacdo oxidativa (Fig. 24) (CHANCE; WILLIAMS, 1955; MEISTER, 2009):

e Estado 1 — caracterizado pela presenca de mitocondrias;

e Estado 2 — adicdo do substrato para cadeia transportadora de elétrons
(precursores de NADH, como os intermediarios do ciclo do &cido citrico; ou
succinato);

e Estado 3 — ou estado fosforilativo ou velocidade de fosforilacdo (V3),
caracterizado pelo inicio da fosforilacdo decorrente da adicdo de ADP. O ADP
€ capaz de ativar a ATP-sintase, promovendo a entrada de protons que, na
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matriz, atuam como feedback positivo intensificando a atividade da cadeia
transportadora de elétrons e, assim, aumentando o consumo de oxigénio;

e Estado 4 — ou estado de repouso ou velocidade de repouso (V4), caracterizado
pelo esgotamento do ADP. Neste estado, o consumo de oxigénio diminui
drasticamente atingindo um platdé. O estado de repouso também pode ser
induzido pela adicéo de inibidores especificos da ATP-sintase;

e Estado 5 — caracterizado pela auséncia de oxigénio.

Figura 24 — Estados da respiracao
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Fonte: MAIOLI, 2012

4.8 INIBIDORES E DESACOPLADORES MITOCONDRIAIS

Inibidores e descopladores foram amplamente utilizados tanto para a determinacgéo
da sequéncia de carreadores de elétrons da cadeia respiratoria, quanto no
esclarecimento do mecanismo de acoplamento existente entre a oxidagao (cadeia
trasportadora de elétrons) e a fosforilacdo (ATP-sintase). Ainda hoje, essas
substancias sao utilizadas para determinacdo do mecanismo de acdo de muitas
drogas que atuam em algum desses dois processos (REIS, 2014; MAIOLI, 2012).

A rotenona (inseticida) e o amobarbital (barbitarico), por exemplo, inibem a
NADH-desidrogenase bloqueando a transferéncia de elétrons entre o centro de ferro-

enxofre e a ubiquinona. A antimicina A e o dimercaprol sédo capazes de inibir o
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complexo Ill da cadeira respiratéria entre os citocromos b e c. O acido sulfidrico (H2S),
monoxido de carbono (CO) e o cianeto (CN") inibem a citocromo oxidase (complexo
IV). Por outro lado, a oligomicina é um antibiético capaz de bloquear a ATP-sintase
(MURRAY et al. 2014).

Os desacopladores, como o0 nome sugere, promovem a dissociacao entre a
oxidacdo da cadeia respiratéria e a fosforilagcdo. O 2,4-dinitrofenol e o CCCP (carbonil
cianida m-clorofenilhidrazona) tém sido utilizados com maior frequéncia. Estes
desacopladores sdo anfipaticos e aumentam a permeabilidade da membrana interna
a protons, reduzindo o potencial eletroquimico e fazendo com que a oxidag¢édo ocorra
independente da ATP-sintase (MURRAY et al. 2014).

O desacoplamento entre a cadeia respiratoria e a sintese de ATP também
ocorre em condi¢des fisiologicas, devido a acao da proteina desacopladora UCP. A
UCP é uma proteina da membrana mitocondrial interna, presente em grandes
guantidades no tecido adiposo marrom de mamiferos, que atua como um canal de
préton, utilizando a energia proveniente da forga préton-motriz para a producédo de
calor. Esse fenbmeno é fundamental na producéo de calor em recém-nascidos, no
desenvolvimento do estado febril e na hibernacdo dos mamiferos (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

4.9 GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

As sucessivas reacdes de oxirreducdo da cadeia transportadora de elétrons nos
complexos multienziméaticos culminam na reducao do Oz, formando H20. O oxigénio
molecular apresenta elétrons desemparelhados no estado fundamental, por isso tende
a receber um elétron por vez. Dessa forma a reducdo incompleta do oxigénio
molecular pode gerar radicais livres reativos que causam danos na célula (AUGUSTO,
2006).

A transferéncia dos elétrons do ubiquinol para o complexo lll, assim como a
passagem de elétrons do complexo Il para a ubiquinona (Q), envolve a formacao do
intermediario "Q - que, em uma condicdo extraordinaria, pode doar um elétron ao Oz,
promovendo a formacao do radical anion superéxido (NELSON; COX, 2014).

A parcela de oxigénio que é reduzida a superoxido na respiracdo mitocondrial

tem sido estimada entre 0,1 a 1% do total de oxigénio consumido. Este achado reforga
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a necessidade de um sistema antioxidante suficiente para proteger os organismos
aerobios do dano ocasionado pelos radicais livre (AUGUSTO, 2006)

A formacado do radical livre superoxido (O2’) pode conduzir & producao de
radical hidroxila (OH"), ainda mais reativo, via reacédo de Fenton. Com a finalidade de
impedir os danos oxidativos (estresse oxidativo), causados por estes radicais, a
mitocondria possui um sistema antioxidante eficiente capaz de inativa-los, composto
pela superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa,
NAD(P) transhidrogenase, NADPH, vitaminas E e C, e a propria respiracéo.
(KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999). A enzima superoxido dismutase presente na
matriz mitocondrial, por exemplo, catalisa a conversao do Oz a perdxido de hidrogénio
(H202). Uma segunda enzima (glutationa-peroxidase) converte H202 em H20,
inofensivo para a célula (NELSON; COX, 2014).

Recentemente muitos estudos tem investigado a nicotinamida nucleotideo
transhidrogenase (NNT) (LESKOV et al. 2016; DEY et al. 2016). ANNT é uma proteina
transmembranar presente na membrana interna da mitocéndria que é capaz de
acoplar a oxidacdo do NADH a reducdo do NADP* promovendo nesta reacdo a
entrada de protons a favor do gradiente (DEY et al. 2016).

A associacdo entre o excesso de Ca?* e o estresse oxidativo mitocondrial tem
sido amplamente estudada (STARKOV; POSTER; FISKUM, 2002; BROOKES et al.
2004; BYRNE et al. 1999). O acumulo deste cation aumenta a producdo de EROS
através de diversos mecanismos, incluindo um acréscimo na atividade do ciclo do
acido citrico e formacéo de NADH, ativacdo de enzimas capazes de produzir EROS
como a glicerol fosfato e a-cetoglutarato desidrogenase e elevacdo na producédo de
NO- e consequente inibicao respiratéria (KOWALTOWSKI et al. 2009).

4.10 TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL

A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) é uma permeabilizacdo ndo seletiva
da membrana mitocondrial interna com a liberacdo de moléculas de até 1,5kD. Esse
processo pode levar a morte celular através da necrose e da apoptose através da
liberacdo moléculas sinalizadoras (SKULACHEV, 1998). A TPM é uma condicdo de
permeabilizacdo tipicamente induzida por acimulo de ions Ca?' e condicdes de
estresse oxidativo. Esta permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna prejudica

sua funcionalidade, causando inchamento da organela, perda de potencial de
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membrana e perda da capacidade de transportar céalcio, causando consequente, a
ruptura da membrana interna e externa (SKULACHEV 1998, KOWALTOWSKI &
VERCESI 1999).

Acredita-se que a TPM seja causada pela modificacdo de componentes da
matriz e da membrana interna, e, possivelmente, da membrana externa, que incluem
além da ciclofilina D, o translocador ADP/ATP (ANT), e VDAC, dentre outras proteinas
(BRDICZKA et al. 1998). Vercesi e colaboradores (1999) demonstrou, em Varios
estudos, que o acumulo de Ca?* na mitocondria e estresse oxidativo sdo indutores de
TPM (FIGUEIRA et al. 2013, KOWALTOWSKI et al. 2009).

Os primeiros experimentos mostrando a perda da capacidade mitocondrial de
reter Ca?* mostraram que esse processo era estimulado pela oxidacdo dos
nucleotidios de piridina das mitocéndrias e inibido, ou revertido, pela reducdo do
NAD(P)* (LEHNINGER et al. 1978). Além disso, a oxidacdo do NADPH mostrou estar
mais relacionada a TPM do que a oxidacdo do NADH (VERCESI, 1987). Dados
posteriores confirmaram que o estado reduzido do NAD(P)*, modulado pelo uso de
oxidantes e redutores, regulava o inicio da TPM (KOWALTOWSKI et al 2001). Esses
achados foram as primeiras indicacfes de que a TPM estava relacionada ao estado
redox das mitocdndrias e que podia ser desencadeada por acumulo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) (Fig. 25), uma vez que o NADPH representa a principal
fonte de poder redutor para defesa da mitocondria contra o estresse oxidativo.

O NADPH é usado para reconstituir os substratos glutationa (GSH) e
tiorredoxina (TSH), que mantém a funcionalidade das principais enzimas removedoras
de H202 nas mitocondrias, a glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina peroxidase
(TPx) mitocondrial, respectivamente (KOWALTOWSKI et al. 2001). Uma vez que o
estado redox do NAD(P)H esta intimamente associado ao estado redox da glutationa
e de grupos tidis da mitocéndria, ficou evidente que a TPM esta relacionada com o

estado redox dos grupos ti6is das mitocondrias.
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Figura 25 — Esquema do mecanismo de abertura do poro de transicdo de

permeabilidade mitocondrial dependente de Ca?* e Pi
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Fonte: KOWALTOWSKI et al. 1996

Sabemos que a TPM ocorre quando grupos tidis das proteinas da membrana
interna da mitocondria estdo oxidados, resultando em mudancas conformacionais e
agregacao/polimerizacdo de proteinas formando poros ndo seletivos. A ligacdo
cruzada entre grupamentos tidis parece ser essencial para este processo, uma vez
gue reagentes promotores de ditidis induzem a TPM. De fato, a ligacdo cruzada de
proteinas da membrana interna pode ser observada apés inducdo de TPM em
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (FAGIAN et al. 1990, VALLE et al. 1993,
Bernardes et al 1994).

Segundo Hunter, Haworth e Southard (1979), a TPM mitocondrial ocorre devido
a abertura reversivel de um poro proteico na membrana interna, o poro de transicao
de permeabilidade mitocondrial (PTPM). A oxidacao dos residuos —SH do aminoéacido
de cisteina do PTPM e a consequente formacao de ligacdes dissulfeto (S-S) é capaz
de provocar a abertura deste poro (FAGIAN et al. 1990).

A permeabilizacdo gerada pela abertura do PTPM pode ser inibida pela
ciclosporina A, um classico inibidor capaz de se ligar a ciclofilina D, componente do
PTPM, impedindo a sua abertura. A abertura do PTPM pode ser estimulada por
compostos capazes de aumentar o estresse oxidativo tais como Ca?*, fosfato
inorganico (Pi) e oxidantes de grupamentos tidis (KOWALTOWSKI et al. 1999).

O estresse oxidativo também causa danos oxidativos em componentes néo-

proteicos da mitocondria. A oxidacao lipidica pode aumentar os efeitos lesivos da TPM



MATERIAL E METODOS 69

na ceélula, pois também desencadeia o inchamento mitocondrial, a liberacdo de
citocromo ¢ e impede a fosforilacdo oxidativa (KOWALTOWSKI et al. 1996). Na
verdade, a impossibilidade de se reverter a oxidacao lipidica faz essa forma de dano
mitocondrial ser potencialmente mais danosa que a TPM, visto que essa Ultima pode

ser reversivel logo apods seu inicio (FAGIAN et al. 1990).

4.11 MITOCONDRIA E MORTE CELULAR

Quando uma célula é submetida a insultos severos que promovem a disfuncdo dos
componentes celulares essenciais, ela pode sofrer uma morte acidental, também
conhecida como necrose. Por outro lado, a maioria das células possuem um
mecanismo que permite a sua morte programada ou apoptose. Este Ultimo processo
€ essencial para a manutencdo da vida em organismos multicelulares, pois através
dele, células defeituosas ou em desuso podem ser eliminadas (KOWALTOWSKI,;
VERCESI, 1999). Em células vertebradas, a apoptose pode ocorrer através de duas
vias que convergem na ativacdo da cascata de sinalizacdo das caspases (caspase 3
e 7) (TAIT; GREEN, 2010; DONG et. al. 2016).

Na via extrinseca, a ligacdo no receptor especifico de morte celular provoca o
recrutamento de moléculas conhecidas como “dominios adaptadores de morte” ou
FADDs, que se ligam e ativam um iniciador de caspase, a caspase 8. A ativacao da
caspase 8 promove a clivagem e ativagcao das capases efetoras 3 e 7 (TAIT; GREEN,
2010).

Através da via intrinseca, danos no DNA celular ou estresse oxidativo induzem
0 aumento da permeabilidade da membrana externa mitocondrial, levando a liberacao
de proteinas proapoptéticas. O citocromo c, presentes no espaco intermembranar, é
liberado e se liga ao fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1 (APAF-1),
induzindo a sua auto-oligomerizagcdo e formagao do complexo apoptossomo. Em
seguida, o apoptossomo ativa a caspase 9, que, por sua vez, clica e ativa as caspases
3 e 7. Aliberacdo do segundo ativador mitocondrial de caspases (SMAC ou DIABLO)
e da protease OMI bloqueia a acao do inibidor de apoptose ligado ao X resultando na
degradacéo do DNA, proteinas do citoesqueleto e morte celular (TAIT; GREEN, 2010).

Diversas situagOes variadas que levam ao dano mitocondrial, e,
consequentemente, a alteracéo da permeabilizacdo de suas membranas, podem levar

a morte celular pela via intrinseca ou mitocondrial. Este processo pode estar envolvido



MATERIAL E METODOS 70

na patogénese de diversas doencas, bem como, sua ativacdo pode ser terapéutica no
caso de inibicdo do crescimento de tumores. Diversas drogas usadas no tratamento
de cancer estimulam a apoptose agindo diretamente ou indiretamente na
permeabilizacdo da membrana mitocondrial (CULLEN et al. 2007, NGUYEN &
HUSSAIN 2007). Contudo a mitocondria também pode liberar fatores apoptogénicos
em funcdo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna via TPM
(LEMASTERS et al. 1998, CROMPTON 1999; VYAS et al. 2016).

4.12 MITOCONDRIA E O CANCER

Em 1925, Otto Warburg tentando correlacionar a deficiéncia de oxigénio com a origem
do cancer, observou a taxa de respiragdo de secc¢des do tecido de um carcinoma
seminal, e comparou com tecidos normais (rim e figado). Como esperado, a
respiracao do tecido tumoral foi menor do que nos tecidos normais. Esta foi a primeira
evidéncia de que células tumorais exibiam “glicélise sob condi¢des aerdbicas”.

Essa descoberta, mais tarde foi interpretada como um defeito na fosforilagao
oxidativa mitocondrial. Weinhouse e colaboradores apoiavam a ideia de que células
tumorais ndo eram capazes de oxidar glicose. Contudo, este mesmo grupo realizou
um experimento que demonstrou que a glicose pode ser oxidada a COz, ou seja, a
fosforilacdo oxidativa em células tumorais pode ocorrer a uma velocidade similar a
celulas normais (WARBURG, 1956).

Atualmente, jA& se sabe que as células tumorais apresentam um estado
metabdlico inalterado com o aumento do metabolismo glicolitico e o continuo uso de
oxigénio. Hay (2016) afirma que durante o crescimento tumoral, as células mais
internas ao tumor entram em uma condicdo de hipoxia (baixa concentracao de O2) na
qual a velocidade da fosforilacdo oxidativa diminui enquanto a taxa de glicélise
aumenta (HAY, 2016).

Wallace (2012) relata que a alta taxa de glicélise também pode ser explicada
pelas mutacbes que ocorrem nas proteinas mitocondriais codificadas pelo DNA
nuclear ou mitocondrial que reorientam o metabolismo nesta diregédo (CAREW, 2002).
O genoma mitocondrial engloba cerca de 2.000 genes no DNA nuclear e mais algumas
milhares de cépias do DNA mitocondrial. O DNA mitocondrial contém 13 dos principais
genes envolvidos na fosforilagdo oxidativa, os demais estdo presentes no nucleo.

Mutacbes nos genes nucleares envolvidos no metabolismo mitocondrial, incluindo
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succinato desidrogenase, fumarato hidratase e isocitrato desidrogenase podem
contribuir para formacao do tumor (WALLACE, 2012).

As células tumorais utilizam diversos mecanismos para aumentar o fluxo da
glicose na via glicolitica. A atividade das enzimas envolvidas nas duas primeiras
reacoes irreversiveis da glicélise (isoforma Il da hexoquinase e fosfofrutoquinase )
estd aumentada nestas células. A hexoquinase Il possui a capacidade de se ligar a
membrana externa da mitocondria, utilizando, preferencialmente, o ATP produzido na
fosforilagdo oxidativa, evidenciando o acoplamento entre a glicolise e a cadeia
respiratoria (HAY, 2016).

O aumento da expressao da hexoquinase Il e da fosfofrutoquinase | induz o
fluxo de glicose para varias vias metabdlicas. A piruvato quinase M2 (uma das trés
isoformas das enzimas envolvida na ultima etapa irreversivel da glicélise), ao contrario
das demais, esta diminuida. Esta atenuacao direciona o metabolismo da glicose para
diversas vias anabdlicas. Para suprir essa deficiéncia, a expressao da enzima lactato
desidrogenase (responsavel pela conversao do piruvato em lactato) esta aumentada
em células tumorais. O lactato produzido é secretado, deslocando o equilibrio para
sua formacéo, promovendo a acidificacdo do meio que, em parte, induz proliferacédo
do tumor (HAY, 2016).

As diferencas metabodlicas em uma célula tumoral, tais como o
redirecionamento da glicose descrito por Hay (2016), podem ser explorados no ambito
da terapia seletiva. Chen e colaboradores (2009) reportaram o efeito antitumoral de
um potente inibidor da hexoquinase I, o 3-bromopiruvato. Como ja descrito, as células
tumorais dependem em maior proporcéo da via glicolitica para geracédo de ATP. Ao
passo que a hexoquinase é uma enzima chave nesta via, um inibidor desta enzima
pode desencadear a morte de células tumorais via deplecédo de ATP.

De fato, ja foi demonstrado que a mitocondria possui um papel importante no
metabolismo da glicose. Dessa forma, a utilizagdo desta organela como um alvo
terapéutico pode ser uma estratégia fundamental no desenvolvimento de novas

drogas de combate ao cancer (SHIM et al. 1997).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERACOES INICIAIS

O presente estudo englobou trés etapas bem definidas: i) sintese de nanobastfes de
ouro em meio aquoso; ii) modificacdo da superficie dos nanobastdes; e iii) influéncia
dos nanobastdes em mitocondrias isoladas de figado de ratos. Todas as reacfes de
elaboracdo das nanoestruturas hibridas formadas pela associacdo de moléculas
bioativas com as nanoparticulas de ouro foram realizadas junto ao Grupo de Catalise
e de Reatividade Quimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas (GCaR/IQB/UFAL). A avaliacdo da atividade em mitocondrias
isoladas foi executada no Laboratério de Metabolismo e Proteémica (LaMP) do
IQB/UFAL. As nanoparticulas foram caracterizadas nos laboratérios do
GCaR/IQB/UFAL, a excec¢do das micrografias de microscopia eletrdnica de
transmisséo que foram realizadas no Centro de Tecnologia do Nordeste (CETENE) e
no Instituto Aggeu Magalhdes (CPgAM/Fiocruz/PE).

5.2 MATERIAL, SOLVENTES E REAGENTES

Toda vidraria utilizada para a sintese de nanobastdes de ouro foi tratada com agua
régia, lavada com detergente e ambientada com agua deionizada. A vidraria utilizada
nos ensaios bioquimicos foi lavada cuidadosamente com agua deionizada e etanol

(70%). Os reagentes e solventes utilizados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Reagentes e solventes

Reagente/Solvente Marca
HAuCIl4.3H20, 99.9% SIGMA - ALDRICH
NaBHa4, > 98% ACROS ORGANICS
L(+)-acido ascorbico P.A. 99+% VETEC
Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) ACROS ORGANICS
99+%
AgNO3, > 99% REAGEN
Proteina Sérica Bovina (BSA) = 96% SIGMA - ALDRICH
Sacarose NUCLEAR
EGTA SIGMA - ALDRICH
HEPES SIGMA - ALDRICH

KCI DINAMICA
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MgCl2 SIGMA - ALDRICH
KH2PO4 SIGMA - ALDRICH
K2HPO4 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-(trifluorometoxi)-
fenilhidrazona (FCCP)
Adenosina difosfato (ADP)
Safranina = 85%
AmplexRed
Peroxidase (HRP)

SIGMA - ALDRICH

SIGMA - ALDRICH
SIGMA - ALDRICH
MOLECULAR PROBES
SIGMA - ALDRICH

H20> MERCK
H2DCFDA THERMO F SCIENTIFIC
Acool etilico, 96% DINAMICA
Agua deionizada DEIONIZADOR DIRECT
Q3 MILLIPORE

5.3 SINTESE DE NANOBASTOES DE OURO

Nanobastbes de ouro preparados em meio aquoso a partir do método mediado por
semente desenvolvido por Jana e Murphy (2001). Este método envolve a reducéo do
precursor metalico por um agente redutor fraco em presenca de pequenos nucleos
metalicos de 3 a 4 nm de diametro (sementes). Apenas na presenca das sementes o
agente redutor € capaz de reduzir o ouro para sua forma metalica sob a superficie
desses nucleos (autocatalise), que comecam a crescer. A presenca de um agente
direcionador de crescimento, o brometo de cetiltrimetilamonio (CTABr), é fundamental
para a formacdo de nanoparticulas na forma de bastdo. O CTABr interage
preferencialmente pelas facetas laterais da particula, bloqueando e diminuindo o
processo de reducdo nestas regides, promovendo, assim, um maior crescimento nas
pontas que se encontram mais desimpedidas. Trata-se de um método relativamente
simples e eficaz, no qual é possivel obter o controle sobre o tamanho e a forma da

particula através de variacfes nas condi¢des de sintese. O método pode ser descrito
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em trés etapas: i) solucdo semente; ii) solucdo de crescimento; e iii) formacédo dos

nanobastdes de ouro.

Solugcéo Semente

As particulas sementes foram preparadas em meio aquoso através da reducdo de
ions Au(lll), usando como precursor o HAuCls.3H20, em presenca de NaBH4, um
agente redutor forte. De forma geral, a solucdo semente é preparada em um tubo de
vidro com capacidade para 15 mL onde s&o adicionados uma solugcéo aquosa de
HAuCl4.3H20 (5 mL; 0,5 mM), seguido de uma solugdo de CTABr (2,5 mL; 0,20 M) e
de uma solucdo gelada do agente redutor NaBHs (0,6 mL; 0,01M). O sistema
permanece sob forte agitacdo durante 2 minutos. Nesta etapa o Au (lll) em solucao é
reduzido para Au(0). A cor da solugdo muda imediatamente de amarelo escuro para
castanho indicando a formacéo das particulas sementes. A solugdo assim obtida é
acondicionada a temperatura ambiente por duas horas antes de iniciar a etapa

subsequente.

Solucédo de Crescimento

Em um tubo de vidro sédo adicionados uma solu¢édo aguosa de HAuCI4.3H20 (5 mL; 1
mM) e uma solucédo de CTABr (2,5 mL; 0,20 M), seguidos de uma solucado de AgNO3
(0,150 mL; 0,0040 M). Posteriormente, sob agitacao, é adicionada a solugéo de acido
ascorbico (0,070 mL; 0,0788 M). Nestas condi¢cdes, o acido ascorbico é capaz de
reduzir os ions de Au(lll) para Au(l). Isso pode ser evidenciado através da mudanca

da coloracdo amarela para o incolor.

Formacé&o dos nanobastdes de ouro

A etapa final para preparacdo dos nanobastdes de ouro € a adigcdo da solucéo
semente (0,060 mL) na solucdo de crescimento preparada anteriormente sob forte
agitacdo durante 10 segundos. Finalmente, o sistema resultante foi mantido em
repouso a temperatura ambiente durante um periodo de uma hora e entéo foi utilizado

para os devidos estudos dentro de um periodo de até 48 horas.
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5.4 MODIFICACAO DA SUPERFICIE

Uma vez que o CTABr é extremamente toxico em ambiente bioldgico, se fez
necessario a lavagem para remoc¢édo do excesso deste agente e a modificacdo da
superficie dos nanobastdes através da adicdo de proteina sérica bovina. Para tanto,
0s AuNRs formados e dispersos na solucéo anterior foram lavados duas vezes com
agua deionizada a 13.500 rpm por 15 minutos e incubados em tampdo fosfato salino
(PBS) com proteina sérica bovina (BSA) (8 mL; 1%) e o pH foi corrigido para 7,4. O

esquema mostrado na figura 26 ilustra o procedimento adotado.

Figura 26 — Esquema de centrifugacéo e incubacdo dos AuNRs
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Fonte: Google imagens, 2016

5.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Os nanobastdes de ouro sintetizados em meio aquoso e modificados com BSA foram
caracterizados por espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis),

microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e dispersao dinamica da luz (DLS).

Espectroscopia por absorgéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)

As analises de espectroscopia por absorcao no ultravioleta e visivel foram realizadas
em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-3600 (UV-vis-NIR) com detectores para a
regido em estudo de PMT (photomultiplier tube) e InGaAs. As amostras foram
acondicionadas em uma cubeta de quartzo com caminho Optico de 1,0 cm. Foi

realizada uma varredura no intervalo de 1000 a 400 nm para evidenciar as bandas
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caracteristicas dos nanobastdes de ouro. A cubeta com agua deionizada foi utilizada

como referéncia.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As analises dos AuNRs por microscopia eletronica de transmisséo foram realizadas
em um Microscopio Eletrénico de Transmissao FEI de 200 kV, modelo Tecnai 20, com
emissor LABs ou W, médulo EDAX, moédulo de tomografia Xplore3D, suporte de
aguecimento controlado, resolugédo de ponto de 0,2 nm e de linha 0,1 nm, com
magnificacao de até 1 milh&do de vezes.

Pequenas quantidades das amostras foram depositadas em grades de cobre
revestida com um filme de carbono (200 mesh) com o auxilio de uma haste artesanal
de cobre. Apbés determinado tempo, as grades foram colocadas sob vacuo e
encaminhadas para analise de MET. As medidas das particulas foram realizadas no

programa ImageJ com uma média de, no minimo, 200 contagens.

Disperséo dinamica da luz (DLS)

O tamanho das particulas e o potencial zeta dos coloides foram realizados no
Zetatrac/Microtrac. O Zetatrac possui uma cuba interna equipada com dois probes
Opticos e de capacidade 0,7 — 3 mL de amostra e com a faixa de tamanho detectavel
entra 0,8 nm a 6,5 pM. O potencial zeta pode variar de -125 a +125 mV com acuracia
de £ 3,8 mV.

5.6 INFLUENCIA DOS NANOBASTOES EM MITOCONDRIAS ISOLADAS DE
FIGADO DE RATOS

Todos os ensaios bioquimicos descritos foram realizados em mitocéndrias isoladas

de figado de rato.

5.6.1 Animais

Ratos machos heterogénicos da linhagem Wistar foram retirados do biotério central
da UFAL (Protocolo CEUA 63/2014) com média de 2 meses (peso < 200 mg) e
encaminhados para o biotério setorial da ESENFAR onde foram acomodados em
gaiolas confeccionadas em polipropileno (49 cm x 34 cm x 16 cm), com grade aramada

em aco inoxidavel.
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Os animais ficaram alojados em no maximo cinco animais por gaiola, com
alimento e agua ad libitum sob temperatura controlada de 22 °C seguindo as
recomendagdes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals — Institute for
Laboratory Anima Research.

5.6.2 Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos Wistar utilizando-se a técnica de
centrifugacéo diferencial, segundo (Schneider & Hogeboom 1950). O figado, retirado
apos a morte do animal por deslocamento cervical, foi lavado em solucédo de 250 mM
de sacarose, 5,0 mM de HEPES, 0,5 mM de EGTA (pH 7,2), picado com tesoura e
homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi posteriormente
centrifugado a 2.500 g por 5 minutos. Descartou-se o precipitado e o sobrenadante
resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 10.000 g, sendo a fase lipidica
superior retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 250 mM de sacarose, 5,0 mM de HEPES e 0,3 mM de EGTA (pH
7,2), e novamente centrifugado por 10 minutos a 10.000 g. A fragdo mitocondrial foi
ressuspensa na mesma solucdo isenta de EGTA, numa concentracdo de
aproximadamente 100 mg de proteina por mL. A suspensdo mitocondrial foi utilizada

em até 5 horas apés o isolamento.

5.6.3 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Logo apds o isolamento, a concentracao de proteinas da suspensao mitocondrial foi
determinada pelo método de Bradford (1976), usando um espectrofotometro com feixe
duplo Shimadzu (UV-3600), equipado com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho
optico no comprimento de onda de 595 nm. Uma curva de calibracdo com
concentragcbes conhecidas de BSA a (5 a 40 pug/mL foi utilizada como padrao, nao
admitindo r < 0,97.

Fundamento da técnica: o reagente Bradford possui como principal constituinte o
corante azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250) em solucdo acida. No
pH de reacao, a interacdo deste corante com uma proteina de alta massa molecular

(grupos funcionais basicos ou aromaticos) provoca o deslocamento do equilibrio do
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corante para forma anibnica, causando um aumento na absorbancia da luz no
comprimento de onda de 595 nm. A unidade de absorbancia é diretamente
proporcional a concentracdo de proteinas da amostra, de acordo com a lei de Lambert
Beer com limite de detecgdo de 2.10° mg/L.

5.6.4 Ensaios com mitocOndrias

Todas os ensaios bioquimicos foram realizados a uma concentragdo de 0,5 mg
proteina/mL e em um meio de reagdo padrdo (meio de reagdo) composto por sacarose
125 mM, KCI 60 mM, MgClz 1mM, K2HPO4 2mM, e HEPES 10 mM, pH 7,2 a

temperatura ambiente.

5.6.5 Exposi¢cédo aos nanobastdes de ouro

Todos os ensaios bioquimicos foram realizados em mitocdndrias isoladas de figado
de ratos (ex vivo). Os animais nao receberam qualquer tratamento prévio até o
momento da eutandsia. Dessa forma, o homogenato de mitocondrias isoladas (0,5 mg
proteina/mL) derivado destes animais foi exposto a diferentes concentrages de

nanobastdes de ouro (de 6,25 a 100 uM de ouro).

5.6.6 Consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias isoladas foi medido utilizando-se um
eletrodo do tipo OXIGY Oxygraph (Hansateh Instrument, EUA), em uma camara de
vidro de 1,0 mL equipada com agitador magnético e termostatizada (28 °C). A
concentracdo de oxigénio inicial no meio de reacédo é de 225 nmol/mL (Robinson &
Cooper 1970).

A influéncia dos AUNRs no consumo de oxigénio mitocondrial foi avaliada frente
ao primeiro complexo da cadeia transportadora de elétrons, NADH desidrogenase
(complexo ). Inicialmente para avaliacdo do complexo |, as mitocéndrias isoladas (0,5
mg/mL) foram incubadas em meio de reacao acrescido de EGTA (200 uM) e substrato
para tal complexo (5 mM — piruvato/malato/glutamato/a-cetoglutarato 1/2/1/1), ADP
(250 puM), oligomicina (1 pg/mL) e CCCP (1 uM) foram adicionados em sequéncia em
intervalo médio de 5 min entre eles. Ja para avaliacdo do complexo Il, o substrato

ofertado foi substituido pelo succinato (5 mM) acrescido de rotenona (0,2 uM) como
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inibidor do complexo I. Para ambos os complexos, os AuNRs foram adicionados logo

apos a adicdo do homogenato de mitocondrias.

Fundamento da técnica: o oxigénio dissolvido na cadmara é determinado através de
um sensor eletroquimico baseado no eletrodo de Clark. Este eletrodo possui um
catodo de platina (metal nobre) acoplado a dois &nodos de prata. Quando um potencial
elétrico negativo (0,8 V) é aplicado ao cétodo de platina em relacdo ao eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl) em uma solu¢do de KCI, o oxigénio dissolvido no liquido é
reduzido na superficie do catodo conforme as equacdes 8, 9, 10, 11 e 12. O fluxo de
elétrons do anodo para o catodo produz uma corrente elétrica proporcional a
quantidade de oxigénio que se difunde através da membrana permeavel a gas,
possibilitando a sua quantificagéo.

Reacao no catodo: O, + 2H,0 + 2e- & H,0, + 20H- eq. (8)

H,0, + 2¢ > 20H eq. 9

4e + O, + 2 H,0 > 40H eq. (10)

; ¥ i 3 i eq. (11)
Reacao no anodo: 4Ag + 4CIF > 4AgCl + 4e

Reacao global: 4Ag + O, + 2H,0 + 4CI - 4AgCl + 40H eq. (12)

5.6.7 Determinacao do potencial elétrico (Ay) de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi estimado pela variacdo da fluorescéncia da
safranina, registrada através de um espectrofluorimetro (Shimadzu RF, modelo
5301PC, Toéquio, Japao), operando em um comprimento de onda de excitacdo e
emissao de 495 e 586 nm, respectivamente, com slit de 5 nm (FIGUEIRA et al. 2012;
ZANOTTI et al. 1980). O homogenato de mitocondrias (0,5 mg proteina/mL) foi
incubado no meio padréo de reacédo acrescido de substrato (piruvato 0,34 mM, malato
0,68 mM, glutamato 0,34 mM e a-cetoglutarto 0,34mM) contendo safranina O a 10
MM. As diferentes doses de AuNRs foram adicionadas antes da adi¢éo da safranina.
Fundamento da técnica: O método consiste no monitoramento das alteracdes
da fluorescéncia da safranina O. A safranina € um composto catiénico capaz de ser
atraido pelo potencial eletroquimico negativo do interior da mitocéndria. Acredita-se
gque no espaco intramembranar, as altas concentracbes de safranina formem

multimeros n&o fluorescentes (Fig. 27). A medida que a mitocéndria perde seu
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potencial eletroquimico, a interacao eletrostatica com a safranina diminui, sendo esta
liberada para o meio o que resulta no aumento da fluorescéncia. Sendo assim, a
dissipagéo do potencial de membrana correlaciona-se com o aumento da intensidade
de fluorescéncia do probe (COLLONA et al. 1973).

Figura 27 — Esquema ilustrando a formacao dos polimeros de safranina

Fonte: AUTOR, 2016

5.6.8 Medida de inchamento mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi evidenciado utilizando um espectrofotdmetro com feixe
duplo Shimadzu (UV-3600) equipado com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho
Optico no comprimento de onda de 520 nm. O homogenato de mitocondrias foi
adicionado ao meio de reacao (0,5mg proteina/mL) em presenca de substrato para o
complexo | (piruvato 0,34 mM, malato 0,68 mM, glutamato 0,34 mM e a-cetoglutarto
0,34mM). Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

Fundamento da técnica: As suspensdes mitocondriais espalham a luz
incidente, tal luz € uma funcéo da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do
meio, e qualquer processo que diminua esta diferenca ird diminuir a luz espalhada,
aumentar a transmitancia e como consequéncia diminuir a absorbancia (Fig. 28). A
medida que a perda da integridade mitocondrial ocorre, as mitocondrias comecam a
inchar. O inchamento mitocondrial torna a solugdo menos turva, permitindo uma maior
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passagem de luz, criando uma relacéo inversamente proporcional entre o inchamento
e a absorbancia (WILSON et al. 2005).

Figura 28 — Esquema ilustrando a relagcdo do inchamento mitocondrial com a
luz. O aumento do volume mitocondrial (B) torna o indice de refracdo da

dispersao (ns < n2) menor, levando a diminuicdo da absorbancia da luz.

Fonte: AUTOR, 2016

5.6.9 Estimativa da producéo das espécies reativas de oxigénio (EROS)

A geracao de EROS foi monitorada espectrofluorimetricamente (Shimatsu RF5300),
utilizando-se dois probes: i) H2-DCFDA e ii) Amplex Red.

H2-DCFDA — O H2-DCFDA apresenta uma detec¢do pouco especifica para um
anico tipo de EROS. O H2-DCFDA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina, 1uM)
(Lebel et al. 1992) teve sua fluorescéncia monitorada num comprimento de onda de
488 nm para excitacao e 525 nm para emissdo, com a largura da fenda de 2,5 nm. A
calibracdo foi realizada pela adicdo de concentracdes conhecidas de

diclorofluoresceina (DCF), o produto da oxidacdo do H2-DCFDA.

Fundamento da  técnica: 0] reagente  diacetato de 2.7’-
diclorodihidrofluoresceina (H2-DCFDA) é a forma quimica reduzida da fluoresceina.
As EROS (02, H202, OH") produzidas na mitocdndria sdo capazes de clivar os
grupamentos acetatos do H2-DCFDA nédo fluorescente, gerando a 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente. Dessa forma o aumento da
fluorescéncia nestes estudos esta intimamente relacionado a producdo de EROS
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(LEBEL et al. 1992). Através da elaboracdo de uma curva de calibracdo é possivel

quantificar as EROS produzidas.

Amplex Red - A geracdo de H202 foi monitorada espectrofluorimetricamente
utilizando-se o probe Amplex Red (N-acetil-3,7-dihydroxyphenoxazine, 50 uM) na
presenca de peroxidase (HRP) (1 U/mL) (ZHOU et al. 1997). A fluorescéncia foi
monitorada num comprimento de onda de 563 nm para excitagdo e 587 nm para
emissdo, com a largura da fenda de 3 nm. A calibracdo foi realizada pela adi¢éo de

concentracfes conhecidas de peroxido de hidrogénio.

Fundamento da técnica: o Amplex-Red € um reagente incolor capaz de reagir
com o peréxido de hidrogénio (H202), em presenca de peroxidase, gerando como
produto a resorufina, um composto extremamente fluorescente. O aumento da
fluorescéncia € diretamente proporcional & producéo de H202. O H202 produzido pode

ser quantificado através de uma curva de calibragéo.

5.6.10 Microscopia Eletrénica de Transmiss&o de Mitocondrias

O homogenato de mitocondria foi incubado com as nanoparticulas e
posteriormente foram fixados durante a noite numa solucdo contendo 2,5% de
glutaraldeido e paraformaldeido a 4% em tampao de cacodilato 0,1 M. Apés a fixacao,
as amostras foram lavadas trés vezes no mesmo tampao e em seguida, eles foram
pos-fixados numa solucéo contendo 1% de tetréxido de 6smio, cloreto de calcio 2 mM
e ferricianeto de potassio a 0,8% em tampao de cacodilato 0,1 M, pH 7,2, lavadas trés
vezes em tampao cacodilato (0,1 M). Em seguida foram contrastadas com 5% de
acetato de uranilo e citrato de chumbo, lavadas trés vezes no tampéao cacodilato (0,1
M), desidratadas em acetona, e embebidas em Embed 812. a polimerizacéo foi
realizada a 60 ° C durante 3 dias. Secc¢des ultrafinas foram recolhidos em grades de
niquel 300-mesh e examinadas usando um microscopio electronico de transmissao
FEI Tecnai G2 Spirit BIoOTWIN.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados dos parametros bioenergéticos foram expostos como a média de
no minimo trés experimentos independentes. A analise estatistica destes dados foi
determinada pela analise da variancia (ANOVA), seguida do post-test de Dunnet
comparando grupo controle com o0s grupos em diferentes concentracdes das
nanoparticulas de ouro. Resultados com valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As imagens de microscopia eletronica de transmissao
foram mensuradas utilizando o programa ImageJ e o Unico grupo tratado foi
comparado ao controle através do Test t Student. O software utilizado para os estudos
estatisticos foi o GraphPad Prism versao 5.0 para Windows. Os demais espectros

foram todos plotados no Origin versao 6.0 para Windows.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DE NANOBASTOES:

Através da adaptacdo do método de Murphy e colaboradores (2003) foi possivel obter
AuNRs com um elevado grau de homogeneidade e controle de tamanho com uma
seletividade de 90%.

Ap6s uma hora de preparo, os AuNRs foram caracterizados por espectroscopia
de ultravioleta e visivel (UV-Vis) (Fig.29A). O espectro de absor¢cdo mostra duas
bandas de intensidades diferentes. Como Pereira (2009) e EI-Sayed (2009)
afirmaram, a presenca de duas bandas de absor¢éo é caracteristica de nanoparticulas
anisotrépicas ou elipsoides.

Murphy et al. (2001), em seus primeiros estudos no desenvolvimento de uma
rota sintetica para a preparacao de AuNRs, e El-Sayed et al. (2002), avaliando a
influéncia de dois surfactantes (CTAB e BDAC), obtiveram espectros de UV-Vis para
nanobastdes de ouro semelhantes ao obtido neste presente estudo, indicando a

formacéo de nanobastdes.

Figura 29 — (A) Espectro de UV-Vis dos nanobastdes de ouro sintetizados e (B)

suarespectiva micrografia de MET
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Fonte: AUTOR, 2016

Os dois comprimentos de onda maximos referentes a ressonéncia de plasmon
transversal e longitudinal, respectivamente, foram de 513 e 747 nm (Tabela 3). Da

Silva et al. 2013, avaliando a influéncia da quantidade de particulas sementes no
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processo de crescimento de nanobastdes, relataram uma variagdo no comprimento
de onda maximo alusivo a primeira banda de 509 a 516 nm, enquanto a segunda
banda atingiu uma variagdo de 650 a 784 nm.

A espectrofotometria de UV-Vis € uma ferramenta muito importante e acessivel
para a caracterizacao de nanoparticulas de ouro em geral. Contudo, o espectro de um
coloide obtido por esta técnica apenas sugere a possivel morfologia da nanoparticula.
A fim de certificar-se da morfologia das nanoparticulas obtidas, foi realizado um estudo
por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET). As imagens obtidas no MET
corroboram com os espectros de UV-Vis, em que é possivel identificar, com clareza,

a presenca de particulas abastonadas (Fig.29B).

Tabela 3 — Caracteristicas dos nanobastdes obtidos

Amostra ) Comprimento (nm) Razao C/L

Amax1i (nm)  Amax2 (nm

AuNRs 513 147 42 + 4 3,7
Fonte: AUTOR, 2016

Através de uma andlise estatistica, 200 nanobastées foram mensurados nas
imagens obtidas na MET (Fig. 29B), verificou-se um comprimento médio para
nanobastdes de 42 nm e razdo comprimento/largura (C/L) de 3,7. As caracterizacfes
por dispersdo dinamica da luz (DLS) demonstraram um diametro hidrodinamico médio
de particula anisotropica de 43 nm.

Os estudos de caracteriza¢céo dos sistemas coloidais de ouro, preparados pelo
método mediado por semente, revelaram a eficiéncia deste método para a producao

de nanobastdes de ouro com alto grau de seletividade e homogeneidade.

6.2 TRATAMENTO COM PROTEINA SERICA BOVINA (BSA):

A presenca do CTABr na superficie dos AuNRs confere a eles um alto grau de
citotoxicidade. Dessa forma, existe a necessidade de modificar a superficie dessas
nanoparticulas. O uso da albumina sérica bovina (BSA) como agente modificador da
superficie de nanoparticulas de ouro ja tem sido reportado na literatura por diversos
grupos.

No presente estudo, os nanobastdes de ouro sintetizados foram lavados para
a remocéo do CTABTr residual. O sistema foi caracterizado por espectroscopia de UV-

Vis antes e apos as lavagens. O espectro dos AuNRs lavados com agua e redispersos
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em PBS no mesmo volume inicial (Fig. 30A, em vermelho) revelou que nédo ha
significativa alteracdo das duas bandas de absorcdo se comparado a solucdo-mée

(Fig. 30A, em azul), tanto em termos de Amax, quanto em termos de intensidade.

Figura 30 — Espectros de UV-Vis de nanobastdes de ouro. (A) Comparacao antes
e apods alavagem e (B) comparagdo com 0os AuNRs tratados com BSA
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Fonte: AUTOR, 2016

A lavagem com agua deionizada € um passo importante na “detoxificacéo” dos
AuNRs. Nesse processo, as estruturas moleculares de CTABr ndo ancoradas nos
AuNRs, sédo retidas com a remocao do sobrenadante apGs as sucessivas lavagens.
Além do CTABT, outras substancias presentes em excesso durante a sintese também
séo eliminadas.

Os resultados da lavagem sugerem que a solucéo coloidal de nanobastdes se
mostra relativamente estavel no tampdo PBS, sem modificacdes espectrais
significativas.

Em seguida, os AuNRs lavados foram incubados em uma solucdo de tampao
fosfato salino (PBS) e BSA a 10%, e o pH foi corrigido para 7,4. Para fins
comparativos, a mesma solucdo na auséncia de AuNRs foi caracterizada por
espectroscopia de UV-Vis. O espectro correspondente a auséncia de AuNRs (Fig.
30B, em preto) demonstrou-se semelhante a linha de base, quase paralelo ao eixo x.
Em contrapartida, os nanobastbes, em presenca de BSA (Fig. 30B, em verde),
apresentaram um deslocamento batocrdmico (> L) de ca. 20 nm (Fig. 30B), sem

efeitos significativos na intensidade das bandas.
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O espectro de BSA sem AuNRs (30B, em preto) ndo apresentou nenhuma
absorcao significativa na faixa avaliada (400 — 1000 nm). A maioria das proteinas
apresenta uma forte absor¢éo da luz em um comprimento de onda médio de 280 nm.
Nelson e Cox (2014) atribuem essa propriedade espectroscépica a presenca dos
aminoacidos triptofano, tirosina e, em menor extensao, a fenilalanina. Dessa forma, a
presenca de BSA no sistema coloidal ndo interfere siginificativamente nas
intensidades das bandas dos AuNRs.

ApOGs o tratamento com a BSA, os AuNRs apresentaram um deslocamento
significativo da segunda banda. Wang e colaboradores (2007) reportaram que 0
plasmon de superficie longitudinal dos nanobastbes pode estar associado a dois
fatores: i) modificacdo da taxa de proporcdo dos AuNRs ou; ii) modificagbes nas
propriedades dielétricas da sua vizinhanca, incluindo solventes, moléculas de
superficie e distancia entre particulas.

Da Silva et al (2013) descreveram a cinética de crescimento dos nanobastfes
de ouro atraves do UV-Vis. Durante o processo de crescimento, a banda longitudinal
dos AuNRs se desloca em um primeiro momento para comprimentos maiores e, em
um segundo momento, para comprimentos menores. Esse fato foi atribuido ao
crescimento inicial longitudinal, seguido de um crescimento lateral. Todavia, no n0sso
sistema, todo o ouro foi completamente reduzido, impossibilitando um novo
crescimento. Assim, esse deslocamento esta diretamente relacionado ao segundo
fator descrito por Wang et al. (2007), a influéncia da BSA no plasmon superficial das
particulas. A presenca desta macromolécula volumosa é capaz de alterar a dinamica
de oscilacdo dos elétrons na superficie metalica. O mesmo resultado foi encontrado
por Wang et al. (2011) que observaram um deslocamento médio de 20 nm na segunda
banda do bastdo durante a incubagdo com 10% de BSA. Wang et al. (2007)
observaram o mesmo efeito batocrdmico quando nanobastdes de ouro foram
modificados com estreptavidina, uma proteina tetramérica bacteriana.

A solucdo de AuNRs tratados com BSA apresentou uma mudanca em sua
coloracdo saindo do marrom para o castanho escuro (Fig. 31A e B). Os comprimentos
de onda da luz visivel sdo classificados segundo a cor, do violeta (400 nm) ao
vermelho (700 nm). Dessa forma, esta propriedade organoléptica € muito importante
e pode ser utilizada com uma ferramenta de caracterizacao adicional. A variacao para
o castanho escuro esta diretamente relacionada ao deslocamento de 20 nm na regiédo

visivel do espectro eletromagnético, corroborando com os estudos no UV-Vis.
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Figura 31 — Sistema coloidal (A) antes e (B) ap6s o tratamento com BSA.

Imagens de MET de nanobastfes de ouro (C) antes e (D) ap0s o tratamento com
BSA.
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Fonte: AUTOR, 2016

caracterizado por MET e DLS. O didametro hidrodindmico encontrado pela analise de
DLS para os bastbes, foi semelhante com e sem tratamento, 43 e 41 nm,
respectivamente (Tabela 4). Nas imagens de MET foi possivel identificar bastées bem

definidos e uniformes, ndo demonstrando variacdes significativas (Fig. 31C e D).

Tabela 4 — Didametro hidrodinamico dos nanobastdes de ouro

Amostra Diametro (nm)
AuNRs 43
AuNRs@BSA 41

Fonte: AUTOR, 2016
O tratamento dos AuNRs, nos possibilitou entender a estabilidade dos

nanobastdes no processo de lavagem e em meio PBS. Também foi possivel
evidenciar que a interacdo da BSA com os AuNRs promove uma alteracao do plasmon
de superficie longitudinal, que evidencia a presenca desta proteina na superficie da
particula. As imagens de microscopias e as analises de DLS ndo demonstraram

modificacdo significativa no tamanho, nem na forma da particula.

6.3 MODELO EXPERIMENTAL:

O modelo experimental utilizado neste projeto permite o entendimento da acao dos

AuNRs em ambiente biolégico, em uma condicdo de ex vivo, sendo uma OGtima
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ferramenta para avaliacdo de uma possivel acao toxica dos AuNRs via mitocondria.
Foram utilizados ratos Wistar da linhagem Rattus norvegicus. Os ratos foram retirados
do biotério central (BIOCEN) com 50 — 60 dias e foram utilizados em estudos
experimentais no intervalo de 60 a 80 dias de idade. De acordo com a relag&o de idade
dos ratos a idade humana descrita por Lopes e colaboradores (2012), os animais

utilizados neste estudo possuem, em média, 9 — 10 anos de idade humana.

6.4 RESPIRACAO MITOCONDRIAL:

A maior parte do ATP formado na mitocondria € sintetizado na cadeia respiratéria. Os
complexos da cadeia respiratoria oxidam os substratos respiratérios em uma cascata
de oxidacbes e reducdes sucessivas no qual o aceptor final de elétrons é o O:2
formando H20.

No presente estudo verificamos o efeito dos AuNRs na respiracdo de
mitocondrias isoladas de figado de ratos (MFR), mais especificamente na atividade
do complexo | através do consumo de oxigénio, quando ofertamos substrato para tal
complexo.

O consumo de oxigénio avaliado no oxigrafo seguiu a sequéncia de estados
adaptada de Chance (1995). Inicialmente foram adicionados EGTA e substratos para
o complexo | (SlI) seguidos da adicdo de mitocondrias (MITO) e AuNRs. A adicao da
mitocéndria naturalmente da inicio ao consumo de oxigénio a uma velocidade basal,
chamada de V2. Posteriormente o ADP foi adicionado provocando um intenso declive
da curva, correspondente ao intenso consumo de oxigénio. A derivada desta curva, é
dado o nome de Vs. Logo ap0s a bruta queda, a curva incia uma tendéncia de platd
paralelo ao eixo x, a derivada deste intervalo € chamada de V4. Oligomicina foi
adicionada para aumentar ainda mais esse platd, Vouco. Ao final do processo, o
desacoplador quimico CCCP foi adicionado, provocando um efeito similar a Vs que é
conhecido como Vccer (Fig. 32A).

Avaliando o consumo de oxigénio total pela diferenca entre a concentracao de
O2 no inicio da corrida e no final, & possivel verificar um decréssimo neste consumo
em funcdo do aumento da concentracdo de AuNRs (Fig. 32A). No gréfico que
representa o controle na auséncia de AuNRs (em preto), por exemplo, podemos
evidenciar o consumo de oxigénio total de 80 nmols (A[O2] = 225 — 145). Em

contrapartida no grafico equivalente a maior concentracdo de AuNRs (100 uM, em
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rosa) a quantidade de oxigénio consumida em toda corrida foi em torno de 18 nmols
(A[O2] = 225 — 207). Conforme esses resultados, os AuNRs, na concentragéo de 100
pUM foram capazes de diminuir o consumo de oxigénio total em cerca de 77,50 %. Esse
€ um achado que indica que os AuNRs estdo atuando no funcionamento da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Todavia, para tentar desvendar o mecanismo pelo
qgual essas nanoparticulas atuam, foi necessario investigar sua influéncia em cada
estado respiratorio.

O estado Vs é caracterizado pela velocidade de fosforilagdo do ADP. O ADP
adicionado a solucdo promove a ativacdo da ATP-sintase que induz o influxo de
prétons para dentro da matriz mitocondrial através da catalise rotacional. O
incremento da concentracdo de prétons na matriz, aumenta a atividade dos complexos
multienziméticos da cadeia transportadora de elétrons, bombeando-os de volta ao
espaco intermembrana, levando ao aumento no consumo de oxigénio no complexo
IV. O efeito dos AuNRs sobre V3 foi extremamente significativo e inversamente
proporcional. O consumo de oxigénio (nmols/min/mg) neste estado diminuiu & medida
que a concentracdo de AuNRs aumentou: Controle 9,354 (x 1,039); 6,25 uM de
AuNRs 7,620 (£ 0,622); 12,5 uM de AuNRs 7,024 (+0,251); 25 uM de AuNRs 4,766 (=
0,487); 50 uM de AuNRs 2,605 (+ 0,532); 100 uM de AuNRs 2,156 (+ 0,455). A maior
concentracdo de AuNRs estudada neste experimento reduziu Vs em ca. 76,95 %.
Todos os grupos foram considerados estatisticamente significativos quando
comparados ao controle (Fig. 32B).

A influéncia da ac¢do dos AuNRs sobre V3 pode ser explicada através de dois
mecanismos: i) via inibicdo da ATP-sintase; ou ii) via inibicdo da transferéncia de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons.

Maioli (2012) investigando o papel da mitocondria na citotoxicidade induzida
pela abamectina, obteve uma diminuigao de Vs. O mecanismo de a¢ao da abamectina,
um agente antiparasitario e inseticida, esta centrado em seu efeito inibidor da ATP-
sintase. Os inibidores exclusivos da ATP-sintase, tal como a oligomicina, ndo séo
capazes de exercer efeito sob a velocidade de desacoplamento (Vcccr), pois em
presenca de um desacoplador quimico (CCCP), a cadeia respiratoria estd em pleno
funcionamento independente da ATP sintase, sendo este um parametro importante
para diferenciar os dois mecanismos.

As velocidades de repouso (Va4 e VoLico) ndo sofreram variagoes significativas,

em nmols de Oz consumido, quando em presenca de AuNRs: Controle 1,664 (x
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0,305); 6,25 uM de AuNRs 1,556 (+ 0,225); 12,5 uM de AuNRs 1,456 (+ 0,272); 25 uM
de AuNRs 1,610 (x0,177); 50 uM de AuNRs 1,468 (+ 0,194); 100 uM de AuNRs 0,366
(= 0,078) (Fig. 34B). A maior variagao entre as velocidades de repouso foi encontrada
com valor de 0,208 nmols de Oz entre a concentragao de 12,5 uM de AuNRs e o
Controle. A excecéao foi evidenciada na maior concentracdo de AuNRs (100 uM) na
qual a velocidade de repouso obteve um valor estatisticamente significativo préximo a
zero.

Grande parte das drogas com alvo mitocondrial provocam o aumento da
velocidade de repouso. Esse aumento pode ser explicado pela capacidade destas
drogas em promover a entrada de protons independente da ATP sintase,

proporcionando o consumo de oxigénio.
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Figura 32 — Nanobastdes de ouro revestidos com BSA (AuNRs) diminuem a
respiracdo mitocondrial. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de
reacao padréo a 28 °C contendo substratos para o complexo | 5mM, EGTA 200 uM,
ADP 250 puM e oligomicina 1 pg/mL. Painel A: Figura é representativa de 3
experimentos independentes realizados em duplicata. A presenca dos AuNRs
provocou uma diminuicdo no total de oxigénio consumido de forma dose-dependente.
Painel B: Velocidades de consumo de oxigénio nos estados I, IV e Vccep. Painel C:
Raz&o ADP/O e Controle Respiratério. As barras representam a média £ S.D. (n = 3).
p < 0,05 quando todos os grupos foram comparados ao controle de acordo com teste
One-Way ANOVA e post hoc de Dunnett. MITO = Mitocondria.
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Uyemura et al. (1996), investigando a interacdo de antiinflamatdrios nao-
esteroidais, com a fosforilagdo oxidativa de mitocondrias renais de rato, observaram
que a dipirona era capaz de aumentar a V4. Esse resultado levou os autores a
concluirem que os efeitos tdxicos renais da dipirona podem estar relacionados ao seu
mecanismo de desacoplameno mitocondrial. Reis (2014) também observou o
aumento de V4 quando o composto triacsin C, um potente inibidor da enzima acil CoA
sintetase (enzima da B-oxidacé&o), fora adicionado a mitocdndrias isoladas de figado
de rato. Contudo, n&o foram observadas variagOes significativas entre a maior parte
das concentracbes na velocidade de repouso em n0sSsSOs experimentos. Esse
resultado sugere que os AuNRs ndo atuam como desacopladores.

A velocidade de desacoplamento (Vcccp) naturalmente possui valor
semelhante a V3. Em ambos estados, a cadeia respiratoria estd em capacidade
maxima, lembrando que em Vccep ndo esta ocorrendo sintese de ATP. Nos resultados
obtidos com AuNRSs, Vccep apresentou um comportamento semelhante a Vs, ou seja,
0s AuNRs provocam uma diminui¢cdo desses dois estados na mesma razao: Controle
8,535 (+ 2,836); 6,25 uM de AuNRs 6,020 (x 1,630); 12,5 uM de AuNRs 5,387 (+
0,930); 25 uM de AuNRs 3,078 (+ 0,259); 50 uM de AuNRs 1,874 (+ 0,289); 100 uM
de AuNRs 0,471 (+ 0,026) (Fig. 32B).

Em uma condicdo normal, a entrada de prétons, induzida pelo CCCP, provoca
um aumento drastico no consumo de oxigénio. Dessa forma, se 0os complexos
enzimaticos estivessem em pleno funcionamento, o consumo de oxigénio neste
estado deveria permanecer intenso e inalterado. Todavia, a presenca de AuNRs foi
capaz de reduzir o consumo de oxigénio neste estado, sugerindo que os AuNRs
interagem com 0s complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons,
diminuindo a sua atividade.

Bourdineaud, Rossignol e Bréthes (2013) obtiveram um resultado semelhante
guando examinaram o efeito de nanoparticulas de ouro, como poluentes do
microambiente aquatico do zebrafish, na mitocondria isolada do musculo destes
peixes. Segundo este grupo, nanoparticulas esféricas de ouro com diametro de 50 nm
foram capazes de causar diminuicdo em Vs e Vccer. Nanoparticulas de 12 nm néo
causaram o mesmo efeito, levando-os a concluir que o tamanho da particula e a sua
concentracéo influenciam diretamente na sua toxicidade.

Um dos principais parametros para determinagéo da viabilidade mitocondrial é

o controle respiratério (CR). O CR pode ser calculado a partir da razdo entre a
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velocidade de fosforilacdo e a velocidade de repouso (V3/Va). Para o complexo I, as
mitocondrias isoladas de figado de rato sdo consideradas ideais quando possuem
valores de CR préximos a 6. Um segundo parametro bioenergético importante é a
razao entre a concentracdo de ADP, adicionada no estado 3, e a concentragdo de
oxigénio consumida neste mesmo estado. Para o complexo I, a razdo ADP/O encontra
valores satisfatorios proximos a 3 (ESTABROOK, 1967).

Como pode ser observado na Figura 32C, o CR diminui a medida que a
concentracdo de AuNRs aumenta. Isso ocorre porque a variavel presente no
numerador (V3) é descrescente, enquanto o denominador (V4) permanece constante.
A razdo ADP/O, por outro lado, possui uma tendéncia contraria. Esse aumento na
razdo ADP/O é decorrente da diminuicdo do consumo de oxigénio nas mitocéndrias
tratadas com AuNRs.

Contudo, a maior centracdo de AuNRs (100 uM) apresenta um CR semelhante
ao controle, impulsionando-nos a erroneamente acreditar que, nesta condi¢do, as
mitocondrias permanecem inalteradas. Isso ocorre principalmente porque na
concentracdo de 100 uM de AuNRs o grafico (Fig. 32A, em rosa) no oxigrafo perde
completamente o seu perfil de consumo de O2. Apenas neste caso, tanto Vs, Vi e
Vceep sdo diminuidas. Dessa forma, a razao entre dois valores pequenos (CR = V3/Va)
pode gerar um valor maior. A contraprova disso é a razdo ADP/O que possui seu maior
valor dentre todas as concentragfes, particularmente devido a drastica diminui¢cdo no
consumo de oxigénio.

De fato, todos os resultados de respiracdo indicam que a acdo deletéria dos
AuNRs sobre 0 consumo de oxigénio esta atrelada a sua interacdo com 0s complexos
enzimaticos da cadeia. Todavia, a natureza da interacéo ainda permanece em duvida.
Acredita-se que o0s nanobastbes de ouro sdo capazes de interagir com oS
grupamentos tiolicos, fendbmeno descrito por Matthiesen e colaboradores (2013),
presentes nos complexos enzimaticos. A interacdo dos nanobastdes com esses
grupos, incluindo os centros de ferro-enxofre, pode provocar uma mudanca
conformacional dos complexos proteicos alterando seu potencial de oxi-reducao.
Essas alteracbes podem ser capazes de diminuir o fluxo de elétrons entre os
complexos convergindo para diminuicdo do consumo de oxigénio.

Os resultados de respiracdo mitocondrial para o complexo | demonstraram uma
diminuicdo nas velocidades de fosforilacéo (V3) e desacoplamento (Vcccr), tal efeito

é proporcional a concentracdo de AuNRs, indicando que as AuNRs estao interagindo
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com os complexos enzimaticos, afetando diretamente o funcionamento da cadeia
respiratoria (ver Anexo 1). O real mecanismo molecular ainda ndo esta evidenciado,
mas supde-se que 0s complexos enzimaticos da cadeia respiratdria possam ser
capazes de interagir com a superficie do ouro (por coordenacdo ou oxidagao entre 0s
atomos de Au e S) formando um conjunto estavel e menos ativo metabolicamente. A
diminuicao do controle respiratorio (CR) e o aumento da razdo ADP/O séao indicios de
gque os AuNRs estdao afetando a funcionalidade da mitocondria. Embora a
concentragdo de 100 uM de AuNRs tenha apresentado um CR semelhante ao
controle, a sua razdo ADP/O esta muito alta. Esse aumento é reflexo da diminui¢céo
do consumo de oxigénio mitocondrial como consequéncia da presenca das

nanoparticulas, apresentando, nesta concentracéo, o efeito mais deletério.

6.5 POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

A manutencao do potencial de membrana mitocondrial (AW) é fundamental para a
sintese de ATP e viabilidade da mitocondria, por isso trata-se de uma ferramenta
importante na avaliacdo da integridade mitocondrial. A perda da manutencédo do
potencial de membrana pode levar, em Ultima instancia, a morte celular. Esse
potencial pode ser estimado pela variacdo da fluorescéncia da safranina, registrada
através de um espectrofluorimetro, em que o aumento da intensidade de fluorescéncia
da safranina esté relacionado a perda do potencial.

O potencial de membrana mitocondrial foi inicialmente avaliado para evidenciar
no homogenato isolado de figado de rato a presenca de mitocéndrias integras. Para
isso, ADP e oligomicina foram adicionados durante a espectrofluorimetria das
mitocondrias. Como pode ser observado na Figura 33, quando o ADP foi adicionado
houve um pulso de cerca de 0,63 unidades de fluorescéncia (U.F.) entre os tempos
de 5 e 7 minutos. Esse pulso de fluorescéncia é referente ao funcionamento da
fosforilagc&o oxidativa. O ADP estimula a ATP-sintase a transportar protons para dentro
da matriz, provocando uma leve diminuicdo do potencial eletroquimico. A adic&o
consecutiva da oligomicina, inativa a ATP-sintase reestabelecendo o potencial de
acao. Ambos os efeitos foram bem evidentes nos nossos estudos, confirmando que o

homogenato isolado € constituido de mitocéndrias.
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Figura 33 — Potencial de membrana mitocondrial no estado de repouso e ativo
de fosforilagcdo. MRF (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de reacao
padrao a 28 °C contendo substrato para o complexo | (5 mM) e safranina (10 puM). A
fosforilacdo foi induzida no estado ativo pela adicdo de ADP (250 uM) seguido de
oligomicina (1 pg/mL). O CCCP (1 uM) foi adicionado apds a estabilizacdo do

potencial. Grafico representativo de n = 3. MITO = Mitocéndria, OLIGO = Oligomicina.
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Fonte: AUTOR, 2016

Posteriormente, o efeito das diferentes concentracfes de AuNRs foi avaliado
frente ao potencial elétrico da membrana mitocondrial em presenca de Ca?*.
Kowaltowski, Castilho e Vercesi (1995) reportaram que o célcio fora capazes de
induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) causando a transi¢ao de
permeabilidade mitocondrial (TPM). A transi¢éo € caracterizada pela abertura de um
poro nao seletivo na membrana interna, tornando-a permeavel a 4gua, ions e outras
moléculas. Dessa forma a adicdo de pequenas concentracdes de calcio € capaz de
promover a entrada de protons, reduzindo assim o potencial de membrana

mitocondrial.



RESULTADOS E DISCUSSAO 99

Em nossos estudos, os AuNRs induziram uma rapida dissipacédo do potencial
elétrico de membrana mitocondrial em presenca de Ca?* de forma dose-dependente
(Fig. 34A). E possivel verificar na figura 36A que a curva referente ao controle (preto)
comega a aumentar sua fluorescéncia muito mais tardiamente comparada as curvas
onde ha a presenca de AuNRs.

O tempo inicial (min) onde ocorreu a perda do potencial (aumento da
fluorescéncia) foi estimado para todos os grupos (Fig.34B): Controle 6,933 (x 1,236);
6,25 pM de AuNRs 3,972 (+ 0,381); 12,5 uM de AuNRs 3,680 (+ 0,180); 25 uM de
AuNRs 3,265 (£ 0,229); 50 uM de AuNRs 2,675 (+ 0,789); 100 uM de AuNRs 2,260 (+
1,052). Como € possivel evidenciar, os AuNRs aceleraram a perda do potencial em
cerca de 54 %.

Esta rapida perda do potencial de membrana pode estar associada com a
interacdo dos AuNRs pelos complexos da cadeia respiratéria. Esses resultados
sugerem gue esta interacdo pode estar alterando a dindmica de bombeamento de
prétons que é essencial para a manutencao do potencial elétrico de membrana. Este
resultado corrobora com o0 mecanismo proposto na avaliacdo da respiragcao
mitocondrial (Anexo 1).

A interacdo dos AuNRs pelos complexos é capaz de interromper o fluxo de
elétrons na cadeia respiratoria. A atenuacdo do transporte de elétrons pelos
complexos diminui a sua capacidade de bombear prétons para o espaco
intermembrana. A consequéncia deste fenbmeno é a diminuicdo do gradiente de

préton e do potencial elétrico de membrana.
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Figura 34. AuNRs aceleram a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial
induzido por Ca?*. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubado em meio de reacéo
padrao a 28 °C contendo substrato para o complexo | (5 mM) e safranina (10 uM) e
Ca?* (10uM). Diferentes concentracdes de AuNRs foram adicionadas. Painel A.
Figura representativa de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. Os
AuNRs anteciparam a dissipacdo do potencial e forma dose-dependente. Painel B.
Gréfico em barras representando a tangente dos tracados de potencial. As barras
representam a média + S.D. (n = 3). p < 0,05 quando todos os grupos foram
comparados ao controle de acordo com teste One-Way ANOVA e post hoc de Dunnett.
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Vercesi et al. (2014) investigando o efeito da proteina Cramoll 1,4, uma lectina
extraida da semente da Cratylia mollis Mart com atividade imunomodulatéria, sob
mitocondrias de figado de rato, tiveram um resultado semelhante ao nosso. Em
presenca de 30 uM de Ca?*, a lectina Cramoll 1,4 foi capaz de induzir a dissipacéo do
potencial de membrana mitocondrial. Vercesi et al. (2013) também demonstraram que
a sinvastatina pode induzir a dissipacao do potencial no mesmo modelo experimental.

Com o objetivo de verificar se o efeito dissipador do potencial elétrico de
membrana mitocondrial € intrinseco das nanoparticulas, avaliamos o potencial de
membrana do coloide com maior concentracdo de AuNRs (100 uM) e somente da
solucdo meio sem as nanoparticulas (Fig. 35).

O gréfico referente ao meio de dispersdo dos AuNRs apresentou um
comportamento semelhante ao controle (Fig. 35A), com a formagédo de um pequeno
pulso de fluorescéncia em 5 minutos. Quando comparamos esse resultado com a
drastica dissipacdo do potencial com o seu correspondente em presenca de AuNRs
(Fig. 35B), percebemos que sdo as nanoparticulas as protagonistas do fenémeno de
dissipacéo do potencial, neste experimento.

Os estudos sobre o potencial de membrana mitocondrial revelaram que o0s
AuNRs estimulam a dissipacdo potencial na presenca de Ca?'. Estes resultados
corroboram com os demais e retifica que se trata de um efeito especifico da

nanoparticula e ndo do ambiente em que esta dispersa.
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Figura 35 — Efeito da solucao tampao fosfato com BSA (PBS/BSA) no potencial

de membrana mitocondrial. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio

de reacao padréo a 28 °C contendo substrato para o complexo | (5 mM) e safranina

(10 uM). A fosforilacéo foi induzida no estado ativo pela adicdo de ADP (250 uM)

seguido de oligomicina (1 pg/mL). O CCCP (1 uM) foi adicionado apés a estabilizacéo

do potencial. Painel A: Grafico demonstrando o efeito da solugcdo PBS/BSA no

potencial. A solucdo PBS/BSA né&o causou efeitos significativos na dissipacado do

potencial. Painel B: Gréfico demonstrando o efeito dos AUNRS na maior concentracdo

correspondente ao volume utilizado no Painel A. Ambas figuras sdo representativas

de 3 experimentos independentes realizados em duplicata.
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6.6 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O estresse oxidativo envolve o aumento na formacéo de anio superéxido (02),
peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxil (OH"), entre outros, genericamente
chamados de espécies reativas de oxigénio (EROS) (KOWALTOWSKI et al. 1996).
1996). Esse fendmeno gera um desbalanco entre a formacao excessiva de EROS e o
limitado mecanismo antioxidante, geralmente associado as condigbes deletérias. As
EROS geradas na mitocondria podem promover a transicdo de permeabilidade
mitocrondrial (TPM), aumentando a permeabilidade da membrana interna e induzindo
a célula a um processo de morte.

Portanto, a avaliacdo da geracdo de EROS mitocondriais é uma ferramenta
muito Util na determinacdo da integridade mitocondrial. Neste trabalho, foram
realizadas duas metodologias para a avaliacdo da influéncia dos AUNRs na producao
de EROS. Na primeira foi utilizado um probe especifico para H202, 0 Amplex-Red. Na
segunda foi utilizado um probe inespecifico, apto a detectar a producdo de outras
EROS, o H2DCFDA.

6.6.1 EROS (AMPLEX-RED):

A producéo de H202 mitocondrial foi monitorada quando as mitocondrias foram
expostas a concentracdes variadas de AuNRs (6,25 — 100 uM). Ao contrério do que
se esperava, a presenca das nanoparticulas provocou uma diminuicdo na producao
de H202. Como é possivel observar na Figura 36A, a maior produgdo de H20:2 foi
encontrada para no controle na auséncia de AuNRs (grafico preto). A medida que a
concentracdo de AuNRs aumenta, a producdo de peréxido de hidrogénio tende a
diminuir. No gréfico em barras, Figura 36B, € possivel observar a producdo de H202
em valores reais de concentracdo (nM), contudo a geragédo deste diminui com o
aumento de AuNRs no meio. Embora apenas o grupo de maior concentragcédo (100
KMM) foi considerado estatisticamente significativo.

Essa diminuicdo pode estar relacionada a interacdo dos AuNRs pelos
complexos da cadeia transportadora de elétrons. Essa interacdo parece ser capaz de
influenciar a cascata de oxirreducgdes, interrompendo o fluxo de elétrons entre os

complexos e, por fim, a reducdo do Oz, (Anexo 1).
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Figura 36 — Producéo de H202 por mitocéndrias de figado na presenga ou nao
de AuNRs. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de reacao padréo
a 28 °C contendo substrato para o complexo | (5 mM), Amplex Red® (10 uM) e HRP
(1 U/mL). Painel A: Tracado representativo da média de 3 experimentos
independentes realizados em duplicata na auséncia ou presenca de AUNRs. AuNRs
causaram diminuicdo na produgéo de H202. Painel B: Produgéo de H202 na presenca
ou ndo de AuNRs. As barras representam a média + S.D. (nh = 3) com tratamento
estatistico One-Way ANOVA e post hoc de Dunnett com p < 0,05.
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Para verificar a influéncia do Ca?* na producédo de EROS, foi realizado um
experimento com a maior concentracdo de AuNRs (100 uM) em presenca de EGTA.
Na figura 37 podemos verificar a sobreposicao entre os tragos de AuUNRS na presenca

e na auséncia de EGTA, verde e vermelho, respectivamente.

Figura 37 — Nanobastdes de ouro induzem diminui¢cdo na producao de H202 na
auséncia de Ca?*. Na concentracdo de 100 uM, os AuNRs diminuiram a producéo
de H202 na mesma proporg¢éo, tanto na presenca, como na auséncia de Calcio. MFR
(0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de reagéo padrdo a 28 °C contendo
substrato para o complexo | (5 mM), Amplex Red® (10 uM) e HRP (1 U/mL). Para o
tracado na auséncia de Ca?*, foi adicionado EGTA a 200 uM. Gréafico representativo

de 3 experimentos independentes realizados em duplicata.
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E possivel evidenciar que a presenca de calcio ndo influencia a producéo de
EROS quando a mitocondria esta na presenca de AuNRs. Esse resultado revela que
0s AuNRs podem atuar na mitocondria por um mecanismo independente de calcio.
Acredita-se que a interacdo entre as nanoparticulas e os complexos da cadeia
respiratoria seja capazes de interromper ou diminuir o fluxo de elétrons, o que resulta
na diminuicdo do consumo de oxigénio, como ja demonstrado nos experimentos de

respiracao, e diminuicdo da producéo de espécies reativas de oxigénio.

6.6.2 EROS (H.DCFDA):

Quando o H2DCF, um probe inespecifico para EROS foi utilizado, o mesmo
resultado foi encontrado, ou seja, a producdo de EROS decresce a medida que a
concentracdo de AuNRs aumenta (Fig. 38A). Neste caso, a concentragao de 6,25 uM
de AuNRs apresentou um comportamento semelhante ao controle, com uma

producao ligeiramente maior de EROS (Fig. 38B).
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Figura 38 — Medida da geracado de espécies reativas de oxigénio via oxidacao de
H2DCFDA por mitocondrias isoladas na presenca de AuNRs em diferentes
concentra¢gdes. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de reacao
padrao a 28 °C contendo substratos para o complexo | (5 mM) e H2.DCFDA (1 uM).
Painel A: Grafico representativo de 3 experimentos independentes realizados em
duplicata. AuNRs provocaram reducdo da geracdo de EROS de forma dose-
dependente. Painel B: Produgcéo de EROS na presenca ou ndo de AuNRs. As barras
representam a média = S.D. (n=3) com tratamento estatistico One-Way ANOVA e post

hoc de Dunnett com p < 0,05.
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Ambos os probes demonstraram que a presenca de AuNRs induziu um efeito
“protetor” sob a producdo de EROS. A principio, o mecanismo depressor de EROS
parece estar relacionado a interacdo AuNRs-complexos respiratorios. Todavia,
nanoparticulas de ouro sdo amplamente utilizadas como catalisadores de diversas
reacoes, incluindo reacfes de oxirreducdo. Possivelmente, os AUNRs podem estar
catalisando a redugéo do H202 a H20, atuando como agentes antioxidantes (CAO et
al. 2010). A fim de investigar mais acerca deste efeito, realizamos uma curva de

calibragdo de H202 na presenca e auséncia de AuNRs (Fig. 39).

Figura 39 - Interagcdo de nanobastdes de ouro com o H202. AuNRs na
concentracdo de 100 puM foram acrescentados ao meio de reagdo padrdo com a
adicdo de varios pulsos de 50 nM de H202. AuNRs foram capazes causar um desvio
negativo no perfil da curva de concentragdo de H202. Grafico representativo de 3

experimentos independentes.
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A variacdo entre os pontos da curva de concentracdo de H202 nestas duas

condicbes é evidente (Fig. 39). A medida que a concentracdo de H202 aumenta o
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desvio da condic&o padrao tende a aumentar. A maior concentracdo de H20: utilizada
neste experimento (350 nM) mostrou uma queda de 14%. Esse resultado sugere que
0s AuNRs sdo capazes de acelerar a conversao do peréxido de hidrogénio. Cao, Lie
Jv (2010) observaram que nanoparticulas de ouro possuiam uma atividade peroxidase
intrinseca, podendo ser aplicadas em ensaios colorimétricos de deteccéo de H20:.

Os estudos de producédo de EROS resultaram em uma tendéncia contraria a
maiorias das drogas de agao mitocondrial. Os AuNRs diminuiram a formacao de
EROS mitocondriais de forma dose-dependente. Adicionalmente ndo houve variagao
significativa na producéo de H202 em presenca de EGTA, o que reforgca os resultados
de potencial elétrico de membrana, indicando que 0 mecanismo parece ser pouco
dependente de Ca?*. Esses estudos também revelaram um efeito “antioxidante” dos
AuNRs (Anexo 1).

6.7 INCHAMENTO MITOCONDRIAL:

A permeabilizacédo progressiva associada a altas concentracdes de Ca?* e EROS na
matriz mitocondrial, provoca o aumento do volume da mitocondria, um fendmeno
conhecido com inchamento mitocondrial. O inchamento ocorre quando as EROS
oxidam os grupamentos tidis do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial,
provocando sua abertura e tornando possivel a internalizacédo de agua, ions e outras
moléculas (< 1,5 kDa) (KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 1996).

Sendo assim, o inchamento pode ser uma medida indireta da consequéncia da
producdo de EROS. Conforme pode ser visto na figura 40A, a adicdo de AuNRs foi
capaz de atrasar o inchamento mitocondrial. A curva controle (preto) apresentou a
mais rapida queda na absorbancia, quando comparada as demais. O inchamento é
caracterizado neste experimento pela perda da absorbéancia.

No grafico em barras da Figura 40B é possivel evidenciar o aumento da
absorbancia em funcdo da concentracdo de AuNRs. Sendo a absorbancia uma
variavel inversamente proporcional ao inchamento, o aumento de AuNRs, neste

estudo, promove a diminuicdo do inchamento mitocondrial.
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Figura 40 — Reducéo do inchamento mitocondrial induzido por nanobastdes de
ouro em presenca de Ca?*. Mitocondrias (0,5 mg de proteina) foram incubadas em
meio de reacdo padrdo contendo substrato para o complexo | (5mM) e Ca?* (10 nM).
Painel A: Figura representativa de 3 experimentos independentes. Os AuNRs
causaram uma reducdo significativa do inchamento mitocondrial. Painel B:
Absorbancia relativa das mitocondrias frente a diferentes concentracdes de AuNRS.
As barras representam a média £ D.P. (n=3) com tratamento estatistico One-Way

ANOVA e post hoc de Dunnett com p < 0,05.
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O mesmo resultado foi obtido por Kowaltowski, Netto e Vercesi (1998) quando
avaliaram a atividade mitocondrial das enzimas antioxidantes tiol-especificas e da
catalase, enzima responsavel pela decomposi¢do do H202. Essas enzimas causaram
reducdo do inchamento mitocondrial de uma forma semelhante aos AuNRs.

O lento inchamento mitocondrial em presenca de AuNRs provavelmente é
reflexo da diminuicdo de EROS produzidos na mitocéndria. No estudo anterior foi
evidenciado que os AuNRs provocaram uma diminuigdo na produgdo de EROS. A
baixa concentragdo de EROS na matriz reduz a abertura do poro de transicdo de

permeabilidade mitocéndrial, logo o inchamento também é prolongado.

6.8 ESTUDOS COM UM INBIDOR DA TPM

Com o propdsito de reafirmar que a perda da integridade mitocondrial verificada pela
rapida dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial induzida pelos AuNRs
ocorre via interacdo com os complexos e eliminar a possibilidade do potencial estar
sendo liberado pela abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(PTPM) foi realizado um estudo de potencial e inchamento na presenca de
ciclosporina A (CsA), um inibidor do PTPM.

Conforme pode ser visto na figura 41, mesmo na presenca de CsA, os AuNRs
na maior concentracdo (100 uM) foram capazes de promover a rapida dissipacao do
potencial de membrana. Este resultado sugere que esta perda do potencial elétrico
ocorre independente da abertura do PTPM.

Em consonancia com estes estudos, foi realizada a monitoracdo do
inchamento mitocondrial na presenca de CsA (Fig. 42). O efeito dos AuNRs no
inchamento ocorre de forma similar seja na presenca ou auséncia de CsA,
corroborando com a ideia de que a acdo dessas particulas ocorre via interagdo com

0s complexos.
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Figura 41 — Efeito da CsA sobre a acdo dos AuNRs no potencial elétrico de
membrana mitocondrial. MFR (0,5 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio de
reacao padréo a 28 °C contendo substrato para o complexo | (5 mM) e safranina (10
puM) e Célcio (10 pM). AuNRs foram adicionados na concentracdo de 100 pM na
presenca e auséncia de CsA. O CCCP (1 uM) foi adicionado apés a estabilizacdo do
potencial. A figura é representativa de 5 experimentos independentes realizados em

duplicata
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Figura 42 — Efeito da CsA sobre a acdo do AuNRs na inducdo do inchamento
mitocondrial. Mitocéndrias (0,5 mg de proteina) foram incubadas em meio de reacéo
padrdo contendo substrato para o complexo | (5mM) e Ca?* (10 nM). Figura

representativa de 3 experimentos independentes.
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6.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE MITOCONDRIAS NA
PRESENCA DE AUNRS

A influéncia dos AuNRs sobre a curva de H202 nos levou a identificar seu efeito
“antioxidante” sobre as EROS produzidas na cadeia transportadora de elétrons.
Todavia, essa hipétese ainda ndo exclui 0 mecanismo anteriormente proposto: que a
diminuicdo das EROS ocorre em virtude da interrupcdo do fluxo de elétrons em
decorréncia da interacdo entre AUNRs e complexos. Um fator determinante desse
mecanismo é a localizacédo espacial destas particulas no sistema mitocondrial.

Buscou-se avaliar esse fator através da caracterizacdo por microscopia
eletronica de transmissao (MET) (Fig. 43). Na preparacao da amostra, sao realizadas
sucessivas lavagens (10 lavagens) para promover a fixagcdo e 0 seu contraste. Em

nosso estudo, avaliamos apenas a maior concentracéo (100 uM) e o controle.

Figura 43 — Influéncia de AuNRs na morfologia de mitocondrias isoladas por
imagens de microscopia de transmissdo. Imagens representativas de mitocondrias
(A) controles e (B) com tratamento de nanobastfes de ouro a 100 uM. Escala de 500
nm

%

Fonte: AUTOR, 2016.
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Em nenhuma imagem foi observada a presenca de AuNRs, provavelmente
decorrente da lavagem. Esse € um indicio de que os AuNRs devem estar interagindo
com a mitocéndria apenas na face externa. Essa provavel localizacdo dos AuNRs
sugere que a reducdo das EROS ocorra, em maior parte, pela acédo das
nanoparticulas sobre os complexos multienzimaticos da cadeia transportadora de
elétrons. O seu efeito antioxidante deve ser levado em conta, porém a permeabilidade
seletiva da membrana interna da mitocéndria impede que as espécies reativas sejam
eliminadas da matriz, pelo menos no primeiro momento do insulto (Anexo 1).

Embora os AuNRs ndo tenham sido observados nas imagens MET, os seus
efeitos na morfologia das mitocéndrias foram significativos. As mitocéndrias tratadas
com AuNRs apresentaram um padrao desorganizado de cristas (Fig. 43B) comparado
ao controle (Fig. 43A). Um descolamento intermembranar também foi observado nas
mitocondrias tratadas com AuNRs (Fig. 43 - setas pretas).

Outros estudos avaliando a influéncia de metais, ndo necessariamente
nanoparticulados, em mitocondrias isoladas, obtiveram imagens semelhantes.
Cambier et al. (2009) observaram que o metilmercurio (MeHg) fora capaz de provocar
um desarranjo nas cristas mitocondrias de mitocondrias de musculo de zebra fish. De
Oliveira et al. (2007) utilizaram o termo “perda na arquitetura das cristas” para
descrever o efeito do MeHg no mesmo modelo bioldgico.

Adicionalmente, o tamanho médio das mitocondrias identificadas nas imagens
de MET foi calculado para ambos os grupos, controle e AuNRs 100 pM. As
mitocondrias tratadas com AuNRs apresentaram um diametro médio inferior ao
controle (Tabela 5). Este resultado corrobora com o inchamento mitocondrial, no qual
as mitocdndrias tratadas com nanoparticulas passaram por um processo de
inchamento mais lento. Contudo, a analise estatistica do tamanho da mitocéndria por
MET é apenas sugestiva, pois as micrografias sdo realizadas em uma secg¢édo do

homogenato.
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Tabela 5 — Diametro médio de mitocondrias isoladas em presenca ou néao de
AuNRs calculado através das imagens de microscopia eletronica de
transmissao. Tabela representando o didametro médio das mitocondrias encontradas
nas imagens na condi¢cédo controle e na presenca de AUNRs a 100 um. Total de 100

mitocondrias foram medidas, p<0,05, Test t Student.

Amostra Média (nm) Desvio Padréo
Controle 862 + 30
100 uM AuNRs 740* + 36

*estatisticamente significativo. Test t Student
Fonte: AUTOR, 2016.

Essa pequisa tem nos direcionado a um possivel mecanismo de acdo para os
nanobastdes de ouro como um potencial agente antitumoral. Com a elucidagéo do
seu mecanismo, novos farmacos com acdo antitumoral na mitocéndria podem ser

ancorados sobre a nanopatrticula potencializando ainda mais seus efeitos.
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7 CONCLUSOES

Nanobastbes de ouro com um alto grau de seletividade (90%) e razdo C/L de
3,7 foram obtidos a partir do método mediado por semente. O tratamento com
albumina sérica bovina promoveu o deslocamento batocrdmico da banda de plasmon
de superficie longitudinal em 20 nm, sendo um indicio da ancoragem dessa proteina
nos nanobastbes. A adicdo da BSA ndo promoveu modificacbes significativas na
morfologia das particulas caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissao e
dispersédo dinamica da luz.

Os estudos do efeito dos nanobastfes de ouro em mitocondrias isoladas de
figado de rato ja sinalizam um possivel mecanismo para a¢do antitumoral dos
nanobastdes de ouro sobre as mitocondrias. A acdo dos AuNRS na respiragao e no
potencial elétrico mitocondrial indicam uma forte interacdo com os complexos da
cadeia transportadora de elétrons. A diminuicdo da producéo de espécies reativas de
oxigénio em presenca de AuNRs sugere também que o fluxo de elétrons entre os
complexos esté sendo interrompido, minimizando a formacédo de Oz, H2020u OH". A
reducdo do inchamento mitocondrial e a auséncia dos AuNRs no interior das
mitocondrias corroboram com a hipétese descrita. As imagens de MET também
apontaram que na maior concentracdo de estudo (100 pM), os nanobastdes
provocaram desorganizacdo das cristas mitocondriais e descolamento das
membranas. Os experimentos realizados em presenca de EGTA demonstraram que
a perda da integridade mitocondrial parece ser pouco dependente de Ca?*.

A elucidacéo da forma de atuacdo dos nanobastfes de ouro na mitocondria
foi o primeiro passo no entendimento do seu mecanismo de agéo no ambiente celular.
Contudo, mais estudos precisam ser realizados a fim de entender a sua dinamica no

organismo vivo, visando a sua utilizacdo como potencial agente antitumoral.
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Perspectivas:

e Otimizar os processos de lavagens na preparacdo das amostras para
microscopia — a fim de observar a presenca dos AuNRs nas micrografias;

e Avaliar o efeito dos nanobastbes de ouro em figado permeabilizado —
possibilitando o estudo do seu trafego intracelular;

e Avaliar o efeito dos nanobastbes de ouro em animais tratados — realizando
novos testes de bioenergética mitocondrial para elucidar os seus efeitos
toxicos;

e Avaliagéo do efeito dos nanobastdes de ouro em diferentes linhagens celulares
— com a finalidade de confirmar o efeito antitumoral seletivo;

e Ancorar drogas antitumorais com acéo antitumoral — aproveitando do efeito
seletivo dos AuNRs para potencializar sua acdo com a ancoragem de drogas
(estatinas) com potencial efeito antitumoral,

e Propor um protétipo de tratamento com base nanobiotecnoldgica para o

tratamento do cancer.
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