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RESUMO - Nanoparticulas de ouro (AuNP) sdo biocompativeis, apresentam baixa
citotoxicidade e grande versatilidade de funcionalizagdo, podendo ligar-se a diferentes
biomoléculas. Uma potencial aplica¢do é o transporte direcionado de drogas antitumorais. O
objetivo deste trabalho é o desenvolvimento e caracterizagdo de novas nanoparticulas
formadas por ouro coloidal e proteinas capazes de direcionar drogas para o interior de
células tumorais. Para este fim, nanoparticulas de ouro foram sintetizadas e combinadas a
proteina Echistatina, capaz de direcionar a AuNP para células que superexpressam a
integrina avf3, comum em tumores agressivos. As nanoparticulas foram sintetizadas por
redugdo em citrato de sodio e apresentaram diametros hidrodinamicos entre 35 e 40 nm e
potencial zeta de -25 mV. A seguir, as proteinas Echistatina e GFP foram adsorvidas na
AuNP para estudos de transfecgdo e viabilidade em células U-87 e HeLa. Os ensaios iniciais
apresentaram boas perspectivas, uma vez que as células U-87 demonstraram alta
susceptibilidade a Echistatina comparada a HeLa, que se mostrou pouco susceptivel devido a
baixa expressdo de integrinas av3 na membranar, demonstrando que existe especificidade e
direcionamento da AuNP para tumores que superexpressam este receptor.

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia possibilitou que agentes terapéuticos pudessem ser encapsulados ou
adsorvidos em materiais nanoparticulados, e entregues de maneira seletiva para células alvo
(CARVALHO et al., 2019). Diferentes tipos de sistemas de administracdo de medicamentos
tém sido desenvolvidos, podendo ocorrer através de dendrimeros, lipossomas, nanotubos de
carbono e polimero, ceramica, silica e nanoparticulas metalicas, como o ouro e prata
(CARVALHO et al., 2019). As nanoparticulas de ouro exibem propriedades interessantes por
serem, em geral, biocompativeis, com baixa citotoxicidade e boa capacidade de
funcionalizagdo, podendo carrear diversas biomoléculas alvos incluindo pequenas moléculas
de farmaco, peptideos, proteinas e acidos nucléicos (PALMA, 2017).

Diversos métodos de sintese de nanoparticulas podem ser encontrados na literatura,
resultando em nanoparticulas nos mais variados tamanhos e formatos. Convencionalmente, o
método de Turkevich ef al. (1951) ¢ amplamente utilizado na sintese de nanoparticulas de
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ouro, em que o cloreto de ouro III ¢ reduzido a ouro metalico na presenca de citrato de sddio.

Uma forma potencialmente interessante de direcionamento ¢ por meio de receptores
expressos nas membranas das células. A integrina avp3 ¢ um receptor transmembrana
altamente expresso em alguns tipos de canceres com fendtipos metastiticos e de rapida
proliferagdo, dentre eles tumores solidos de glioblastoma, osteosarcoma, melanona e tumores
pancreaticos. Portanto, medicamentos funcionalizados com moléculas capazes de interagir
especificamente com integrinas de c€lulas tumorais poderiam, potencialmente, serem usados
como drogas antitumorais com menores efeitos colaterais. Neste contexto, o presente trabalho
visa ao estudo de complexos AuNPs com a proteina Echistatina, uma molécula que atua como
antagonista da integrina avf3, isolada da serpente Echis carinatus (SIQUEIRA et al., 2019),
com vistas ao transporte e direcionamento de drogas para células tumorais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Sintese das nanoparticulas de ouro: nanoparticulas de ouro foram sintetizadas em triplicata,
de acordo com o protocolo de Turkevich et al. (1951) com modifica¢des propostas por PALMA
(2017), através da reducao do ouro por citrato de s6dio. Em resumo, 95 mL de uma solucao de
0,27 mM de cloreto de ouro (III) trihidratado (HAuCls.3H,0) foram aquecidos até 98°C, sob
agitacdo vigorosa. Ao atingir esta temperatura, adicionou-se 5 mL de uma solugdo de 6,8 mM de
citrato de sddio tribasico dihidratado.

2.2. Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro: Apods sintese, foram realizados ensaios de
caracterizagdo fisico-quimica, através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e
determinagdo do Potencial Zeta por meio do equipamento (ZetaSizer Nano ZS90, Malvern™),
como descrito por PALMA (2017).

2.3. Funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro com proteinas: As proteinas Echistatina
e GFP (proteina verde fluorescente), obtidas segundo descrito por SIQUEIRA et al., (2017),
foram adsorvidas em diferentes razdes massicas a superficie das nanoparticulas de ouro,
seguindo os volumes apresentados na Tabela 1. Sempre em tampao PBS (0,5x), proteinas e
AuNPs foram incubadas por 20 min antes de serem adicionadas as células.

Tabela 1 — Volumes utilizados na formulagao (AuNPs + Proteinas) para o ensaio de
direcionamento das nanoparticulas e viabilidade celular

Tampao PBS 0,5x AuNP % Echistatina**

Amostra (uL) (uL) GFP* (uL) (mL)
Controle 1 68 2,0
Controle 2 45 20 5,0

1 43 20 5,0 2,0

2 41 20 5,0 4,0

3 37 20 5,0 8,0

4 30 20 5,0 15

* Concentragdogrr = 1,0 mg/mL; Concentragdogcy = 0,330 mg/mL.

2.4. Ensaio de transfeccdo: As células selecionadas para estudo foram a U-87 linhagem
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primaria de glioblastoma com alta expressao de integrina e He-la (Human epitheloid
carcinoma) de tumor cervical pouco permissiva a Echistatina. As células foram cultivadas a
37°C, em atmosfera de 5% CO,, em placas de 96 pogos. Apds atingirem aproximadamente
70-80% de confluéncia, foram expostas aos complexos (e controles) apresentados na Tabela
1. A citotoxicidade dos complexos foi determinada pelo método WST-1 (Roche), apds 6h e
24h de exposicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese de nanoparticulas de ouro utilizada neste experimento foi realizada de acordo com o
método Turkevich utilizando citrato de s6dio como agente redutor. Ao final da reacdo (15
min), as AuNPs apresentaram o aspecto vermelho rubro, tipico de ouro coloidal (Figura 1).
Os ensaios de caracterizagdo destas particulas indicaram didmetros hidrodindmicos entre 35 e
40 nm e potencial zeta de -25 mV.

Figura 1 — Reacao de sintese das AuNPs ap6s 3 min e 15 min, respectivamente.

A seguir, as proteinas Echistatina ¢ GFP foram adsorvidas na AuNP para estudos de
transfeccdo e viabilidade em células U-87 e HeLa. Estudos preliminares indicaram alta
eficiéncia de adsor¢ao das proteinas Echistatina ¢ GFP na AuNP (dados ndo apresentados).
Ainda que iniciais, os estudos de transfec¢ao dos complexos AuNP+Ech+GFP indicam que as
células U-87 tiveram maior susceptibilidade a Echistatina comparada a HelLa, pela maior
expressao de integrinas ovB3 na membrana. Como demonstrado anteriormente por Siqueira et
al. (2019), a interacdo entre a Echistatina com as integrinas nas membranas das células
aderentes levam ao descolamento da célula e, a seguir, morte celular. A maior
susceptibilidade a Echistatina leva a célula a perder o formato alongado, perda de aderéncia a
placa e formagdo de agregados (Figura 2). Em uma relacdo dose-dependente, os estudos de
viabilidade indicam que a célula U87 ¢ mais susceptivel as AuNPs contendo Echistatina
adsorvida, uma indicagdo de direcionamento da nanoparticula. Em breve, pretendemos
também acompanhar a entrada das AuNPs nas células por fluorescéncia via proteina GFP.

https://proceedings.science/p/143385?lang=pt-br



Wy“

9T

COBEQ ENBEQ

* CONGRESSO BRASILEIRO ENCONTRO BRASILEIRO
DE ENGENHARIA QUIMICA 1 8 SOBRE O ENSINO DE
ENGENHARIA QUIMICA
b) UsT MG
150 150
mGh W sh
F HR 24 h 3 E 24h
> 100 = 100
£ &
3 3
= i
> =
= 50 = 50
o %
o (]
0 0
L - -] L LS -1 L]
& o & e & & *

Hela

| L

Figura 2 — Ensaio de viabilidade celular (WST-1) e microscopia optica das células U87 e HeLa,
expostas por 6 ou 24h aos complexos apresentados na Tabela 1.
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3. CONCLUSAO

Os ensaios preliminares indicam sucesso na capacidade de direcionamento das nanoparticulas
de ouro complexadas a Echistatina, frente a tipos celulares com varidvel expressdo de
receptores integrina avp3, oferecendo boas perspectivas para atuagdo em tumores que
superexpressam esse marcador tumoral.
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