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Resumo
O projeto aqui descrito visa determinar a citotoxicidade de nanoparticulas de
silica amorfa em células de mamiferos bem como investigar a localiza¢do intracelular
das nanoparticulas durante o processo de internalizacdo. Para isso, nanoparticulas de
silica fluorescentes com diametros de aproximadamente 100 nm serdo sintetizadas e,
posteriormente, funcionalizadas com diferentes grupos funcionais. Estas nanoparticulas
serdo caracterizadas por espectroscopia de infravermelho (FTIR), potencial zeta,
espectroscopia de fluorescéncia, espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS),
microscopia eletronica de transmissdo (TEM), andlise termogravimétrica (TGA) e
adsor¢do/dessor¢do de nitrogénio. Os ensaios in vitro serao realizados com células de
rim embriondrio (células HEK-293), as quais serdo tratadas com as nanoparticulas
fluorescentes contendo diferentes grupos funcionais em sua superficie. Os testes in vitro
irdo avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas e a viabilidade celular. Paralelamente
serdo preparadas laminas para microscopia 6Otica confocal, nas quais serdo utilizados
diferentes marcadores para diferentes organelas, o que, em conjunto com a fluorecéncia
das nanoparticulas, permititrd o imageamento Otico para localizagdo intracelular das
nanoparticulas. Com isso, serd possivel correlacionar as caracteristicas funcionais da
superficie das diferentes nanoparticulas com a dinamica de internalizagdo e localizagdo

das nanoparticulas dentro das célula.

1. Motivacao e Metodologia

O recente desenvolvimento das nanoestruturas, cuja finalidade ¢ a aplicagdo em
sistemas biologicos, apontam para uma direcdo que demanda um conhecimento cada
vez mais fundamental da interacdo entre os sistemas nanométricos ¢ as células [1]. A
pesquisa mais comum neste topico tem sido os chamados testes de citotoxicidade, onde
a viabilidade celular para diferentes nanoparticulas sdo avaliadas em diferentes
concentragdes e com diferentes tempos de incubacdo. No entanto estes testes ndo sao
capazes de elucidar as vias celulares pela qual as nanoparticulas interagem com as

células bem como suas possiveis consequéncias.



Paralelamente, as pesquisas que tentam responder a estas questdes utilizam
marcadores e proteinas fluorescentes na esperanga de rastrear as nanoparticulas no meio
intracelular por microscopia de fluorescéncia. Neste contexto, as nanoparticulas de
silica amorfa (NSA) dopadas com fluoréforos tém sido consideradas estruturas muito
promissoras [2]. Por serem opticamente transparentes, as NSAs permitem agregar em
sua estrutura uma grande quantidade de fluordéforos, o que resulta no aumento de
fluorescéncia por volume ao mesmo tempo que matem o fluor6foro em uma matriz
solida protegido de quenchers moleculares e outras interferéncia provenientes do
solvente. Além disso, as NSAs também apresentam elevada biocompatibilidade e
estabilidade quimica; por apresentarem uma natureza negativa, que permite a
modificacdo e adi¢do de grupos funcionais a sua superficie [3]; e por apresentarem
mesoporos que podem ser utilizados para transporte de drogas [4].

Sendo assim o presente projeto tem como objetivo observar a citotoxicidade de
nanoparticulas com diferentes grupos funcionais e correlacionar esses dados com a
localizagao intracelular das NSAs. Serdo utilizadas nanoparticulas de silica com nucleo
fluorecente sintetizadas através de um processo de Stober modificado [5]. Para a sintese
do nucleo o corante DY-630-MI serd ligado covalentemente ao 2-
mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) em uma reac¢do de 12 h mantida em atmosfera
livre de 4gua com proporcdo de corante para silano de 1:50. Este precursor de silica
fluorescente serd entdo co-condensado com tetraethylorthosilicato (TEOS) por mais 10
h em uma solugdo de etanol, 4gua deionizada e amonia para formar o nicleo da NSA.

A adigdo da shell de silica amorfa as nanoparticulas de silica fluorescente sera
realizada utilizando a técnica de polimerizagdo com semente (do inglés seeded
polymerization) através da reagdo sol-gel descrita por Graf e seus colaboradores. As
nanoparticulas de silica descritas na se¢do anterior serdo dispersas em uma solugdo de
amonia (4,2 % [V/V] em etanol) e, imediatamente, uma solugdo de TEOS (10 % [V/V]
em etanol) sera adicionada a mistura sob agitacdo. A reacdo serd mantida sob agitagdo
por 14 horas, seguida de centrifugagdo a 9000 g por 10 min para eliminar o excesso de
TEOS. Depois, o precipitado serd lavado varias vezes obtendo, por fim, a estrutura
desejada.

A superficie das nanoparticulas descritas anteriormente sera funcionalizada com
grupamentos mercapto, glicidil, isocianato, feniletil; e amino através de reagdo com (3-
mercaptopropil) trimetoxisilano; (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano; 3-

(trietoxisilil)propilisocianato, trimetoxi(2-feniletil)silano; e 3-(aminopropil)



trimetoxisilano, respectivamente. Resumidamente, cada silano (1 % [V/V]) sera
adicionado a uma suspensdo etanodlica contendo as nanoparticulas previamente
preparadas. Apos duas horas sob agitacdo, as nanoparticulas funcionalizadas serdo
recuperadas por centrifugagdo e lavadas com etanol para retirar o excesso de reagente.

MET e MEV serido utilizadas para verificar a forma, tamanho e distribui¢do das
nanoparticulas de silica no LNNano. A estrutura mesoporosa do nanocompdsito de
silica sera investigada através de adsorcdo/dessor¢cdo de nitrogénio. As medidas de
SAXS serdo realizadas na linha DIB-SAXS1 do LNLS, e permitirdo determinar
tamanho, forma e polidispersdo das nanoparticulas. As medidas de FTIR serdo
utilizadas para verificar a eficiéncia da funcionalizagdo das nanoparticulas durante o
processo de sintese e a carga da superficie das nanoparticulas serd determinada através
das medidas do potencial zeta.

Nos ensaios bioldgicos serdo realizados estudos de citotoxicidade para
determinar protocolos e concentracdes de nanoparticulas com as funcionalizacdes
distintas. As células serdo incubadas por 24 h e em seguida serdo tratadas com as
nanoparticulas, apos 12, 24, 48 e 72 h. Apods esse periodo, as células serdo submetidas
ao teste colorimétrico MTS.

Para microscopia confocal as células serdo incubadas sobre uma laminula de
vidro e seguirdo o mesmo protocolo dos testes citotoxicos. Terminado o tempo de
incubacdo, as células serdo fixadas e coradas com diferentes marcadores. Por fim estas
laminas serdo levadas ao microscopio confocal Leica — SP8 (LNBio) para identificar as
estruturas celulares marcadas e a regido na qual as NSAs serdo acumuladas.

Os ensaios bioldgicos serdo realizados no LNBio em colaboragdo com o grupo

do Dr. Jorg Kobarg.
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