UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

ROMANA PETRY

INFLUENCIA DE POLIMEROS SINTETICOS SOBRE COLOIDES DE SILICA:
ESTABILIDADE COLOIDAL E INTERACOES DA NANO-BIO INTERFACE

FORTALEZA
2017



ROMANA PETRY

INFLUENCIA DE POLIMEROS SINTETICOS SOBRE COLOIDES DE SILICA:
ESTABILIDADE COLOIDAL E INTERACOES DA NANO-BIO INTERFACE

Monografia  apresentada ao curso de
Bacharelado em Biotecnologia pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular no Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara como requisito
parcial para colagdo de grau.

Orientador: Prof. Dr. Amauri Jardim de Paula

Co-orientador: Dr. Diego Stéfani Teodoro

Martinez

FORTALEZA
2017



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

P583i Petry, Romana.
Influéncia de polimeros sinteticos sobre coloides de silica: estabilidade coloidal e interagdes da nano-bio
interface / Romana Petry. — 2017.
50f. :il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias,
Curso de Biotecnologia, Fortaleza, 2017.

Orientagéo: Prof. Dr. Amauri Jardim de Paula.

Coorientagdo: Prof. Dr. Diego Stéfani Teodoro Martinez.

1. Nanoparticulas de silica. 2. Estabilidade coloidal. 3. Protein Corona. 4. Forc¢as de deplecdo. 5. Polimeros.
. Titulo.
CDD 661




ROMANA PETRY

INFLUENCIA DE POLIMEROS SINTETICOS SOBRE COLOIDES DE SILICA:
ESTABILIDADE COLOIDAL E INTERACOES DA NANO-BIO INTERFACE

Monografia  apresentada ao curso de
Bacharelado em Biotecnologia pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular no Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara como requisito
parcial para colag¢do de grau.

Aprovadaem 01 / 12 / 2017

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Amauri Jardim de Paula (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Pierre Basilio Almeida Fechine
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. André Luis Coelho da Silva
Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, por me acompanhar na nova experiéncia que vivi esse ano.
Agradeco por ajudarem me apoiando, incentivando e aconselhando nas minhas decisdes e acdes
durante todo o ano, como também, garantindo um lar tranquilo e acolhedor.

Agradeco ao Dr. Diego Stéfani Martinez e ao Dr. Amauri Jardim de Paula por serem
otimos orientadores, pacientes e respeitosos. Agradeco, por me darem a oportunidade de
trabalhar em seus projetos e por sempre estarem disponiveis para ajudar, tirar minhas duvidas
e discutir assuntos cientificos.

Agradeco a Coordenag¢do do Curso de Bacharelado em Biotecnologia, Gilmar, Prof*
Marjory e Prof* Cristina, por ajudar a tornar possivel a realizag@o do estagio supervisionado em
Campinas — SP e por sempre atenderem as minhas duvidas e dificuldades, mesmo a distancia.

Agradeco a todos os integrantes do grupo de Nanobiotecnologia e Nanotoxicologia do
LNNano néo s6 por serem 6timos profissionais, mas também, por serem pessoas extremamente
divertidas e acolhedores que deixavam os dias de trabalho bem mais leves.

Agradeco a Viviane Macedo, Camila Holanda e ao Thiago Raniere, pelas contribui¢cdes
essenciais para realizacdo desta Monografia. Como também, agradecgo, a todos os integrantes
do grupo SolBIN (Solid-Biological Interface) e do Laboratério de Materiais Funcionais
Avangados da UFC por serem 6timos colegas de trabalho e amigos.

E por fim, agradec¢o a todos os meus amigos do curso de Bacharelado de Biotecnologia.



RESUMO

A obtencdo de sistemas coloidais estaveis em dispersantes biocompativeis é imprescindivel
para aplicag@o biomédica de nanoparticulas. A interacdo desses materiais com o meio biologico
¢ influenciada tanto pelas caracteristicas de composicdo, de superficie e de morfologia do
nanomaterial, como também, por suas caracteristicas coloidais. Quando adicionadas no meio,
macromoléculas como polimeros sintéticos podem promover a estabilidade coloidal das
nanoparticulas em dispersantes com alta for¢a idnica (ex. tampao fosfato - PBS). No entanto,
pouco se conhece sobre a influéncia dessas moléculas sobre as interagdes entre os nanomateriais
e os elementos bioldgicos basicos, como proteinas e células, os quais estdo presentes onde os
coldides serdo aplicados. Diante disso, nesse trabalho, mostrou-se que os polimeros (i) Pluronic
F-127 (PF127), (i1) polietilenoglicol (PEG) com diferentes pesos moleculares — 1500 Da (PEG
1,5k), 12000 Da (PEG 12k) e 35000 Da (PEG 35k) — e (iii) a proteina modelo albumina sérica
bovina (BSA), quando adicionados a suspensdes de nanoparticulas de silica (SiNPs) em PBS,
atuam sobre a estabilidade coloidal dessas através de mecanismos distintos. Apesar de todas as
moléculas adsorverem na superficie do material, enquanto a BSA manteve a estabilidade das
SiNPs no meio através de mecanismos eletroestéricos, os polimeros PEG e PF127 promoveram
o surgimento de for¢as de deplecdo entre as particulas. Diante disso, constatou-se que as
interagdes entre polimeros e nanoparticulas sdo de carater reversivel e a superficie do material
permanece acessivel a proteinas quando esse € incubado em plasma sanguineo humano, mesmo
com altas concentracdes de polimeros na suspensdo. Por outro lado, a BSA possuiu um maior
efeito sobre o perfil da Protein Corona das SiNPs_em relacdo aos polimeros quando presente
nas concentragdes de 5 e 8% nas suspensdes. Os estudos de Protein Corona tanto permitiram
avaliar os efeitos que os polimeros e a BSA possuem sobre a adsor¢do das proteinas sobre as
superficies das SiNPs, como complementaram o estudo das interacdes entre as moléculas

estabilizantes com a superficie das nanoparticulas.

Palavras-Chave: Nanoparticulas de silica. Polietilenoglicol. Pluronic F-127. Albumina sérica

bovina. Estabilidade coloidal. For¢as de deplecdo. Protein Corona.



ABSTRACT

To obtain stable colloidal systems in biocompatible dispersants is essential for nanoparticles
biomedical application. The interaction of these materials with the biological medium is
influenced by their composition, surface, shape and colloidal characteristics. When
macromolecules, such as synthetic polymers, are added in the medium, they may promote
nanoparticles colloidal stability in dispersants with high ionic strength (i.e. Phosphate Buffer).
However, little is known about the influence of these molecules on the interactions between
nanomaterials and organism’s biological components, such as proteins and cells, which are
present where the colloids will be applied. In this work, it was shown that the addition of the
polymers (i) PF127, (ii) PEG with different molecular weights — 1500 Da, 12000 Da and 35000
Da - and (iii) the protein bovine serum albumin (BSA), on colloids of silica nanoparticles
dispersed in PBS affect on their colloidal stability through different mechanisms. All molecules
adsorbed on the material surface, however, while BSA maintained the SiNPs dispersed in the
medium by electrosteric stabilization mechanisms, the polymers PEG and PF127 leaded the
occurrence of depletive forces between the particles. Therefore, it was found that the
interactions between polymers and nanoparticles are reversible and the material surface remains
accessible to proteins when it is incubated in human blood plasma, even with high
concentrations of polymers in the medium. On the other hand, BSA had a greater effect on the
SiNPs Protein Corona profile than polymers, when it was added in concentrations over 5 % on
nanoparticles suspensions. The studies of Protein Corona allowed to evaluate the effects that
the polymers and the BSA have on the protein adsorption on SiNPs surfaces and complemented
the studies about the interactions between the stabilizing molecules with the nanoparticles

surface.

Keywords: Silica nanoparticles. Bovine serum albumin. Pluronic F-127. Polyethylene glycol.

Coloidal stability. Depletion forces. Protein Corona
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1 INTRODUCAO

1.1 NANOTECNOLOGIA E SUAS APLICACOES

Nas ultimas décadas, estudos envolvendo a nanotecnologia e nanomateriais foram
realizados em diversas areas do conhecimento visando solu¢des tecnoldgicas e inovadoras em
eletronica, tecnologia da informacdo, energia, medicina, entre outras. De acordo com a Unido
Européia (2011), os nanomateriais sdo “materiais de origem natural, acidental ou fabricada que
contém particulas, em um estado ndo ligado, agregado ou aglomerado, sendo, em niimero,
acima de 50%, com uma ou mais dimensdes externas possuindo distribui¢do de tamanho de 1-
100 nm” (EUROPEAN UNION, 2011).

O grande interesse sobre eles surge devido a suas propriedades fisicas, quimicas e
mecanicas que se distinguem dos materiais na macroescala, e dependem da sua composicéo,
tamanho, formato e estrutura cristalina. Por exemplo, nanoparticulas podem apresentar ponto
de fusdo, emissdo e absor¢do de luz, reatividade quimica, resisténcia mecanica, condutividade
eletronica, entre muitas outras caracteristicas distintas de materiais similares na macroescala, e
que podem ser vantajosas para diversas aplicagdes (CAO, 2004).

Inicialmente, as pesquisas em nanotecnologia focaram no desenvolvimento de rotas de
produgdo de nanomateriais que permitissem o controle fino das caracteristicas e propriedades
do produto final. Hoje, eles podem ser sintetizados através de diversos processos, quimicos,
fisicos ou mecénicos, nos quais € possivel o controle de caracteristicas como quimica de
superficie, tamanho e formato, a depender de sua composi¢do. Sendo assim, a habilidade de
sintetizd-los e manipula-los possibilitou o design racional ¢ a combinag¢fo de diferentes
propriedades em um mesmo nanomaterial, o que motivou a aplicacdo desses materiais em
diversos setores.

Atualmente, nanoparticulas ja sdo empregadas em produtos comerciais como embalagens
para alimentos (ex. nanoparticulas de prata), dispositivos eletronicos (ex. nanotubos de carbono
e grafeno), cosméticos (ex. nanoparticulas poliméricas), entre outros (CONTADO, 2015; RAJ
et al., 2012). Em medicina, as nanoparticulas apresentam-se como materiais promissores para
aplicagdo em diagnostico como agentes de contraste ou componentes de biossensores e em
drug-delivery como veiculos para drogas, principalmente quimioterapicos (PELAZ et al.,

2017).
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Entretanto, apesar da gama de aplicagdes para as quais os nanomateriais podem ser
destinados, a nanotecnologia ainda possui muitos aspectos a serem compreendidos. Alguns
desafios compreendem o entendimento das interagdes dos nanomateriais com entidades
bioldgicas (ex. proteinas, células, acidos nucléicos, entre outros), e o impacto que esses
possuem sobre o ambiente em que sdo inseridos (MARTINEZ; ALVES, 2013; BERGESE,
PAOLO; HAMAD-SCHIFFERLI, 2013).

1.2 NANOBIOTECNOLOGIA: AVANCOS E DESAFIOS

A aplicagdo de ferramentas nanotecnologicas no desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos se contextualiza na nanobiotecnologia. A possibilidade de manipular materiais
quanto as suas caracteristicas funcionais, estruturais e superficiais na nanoescala trouxe grandes
avancos para a biotecnologia. A interseccdo de ferramentas desses dois dominios vem causando
grandes impactos sobre as ciéncias biologicas e a medicina. Por exemplo, a nanobiotecnologia
tem acelerado o desenvolvimento de tecnologias para biologia sintética, sequenciamento de
DNA, métodos de diagndsticos, combate a doengas e patogenos, entre outros (GAZIT, E. ;
MITRAKI, 2013).

Diante disso, as nanoparticulas s3o materiais chave nas pesquisas envolvendo
nanobiotecnologia. Uma vez que estdo na mesma escala de tamanho de constituintes
importantes dos seres vivos, como acidos nucleicos (Fita dupla de DNA = 2,5 nm), proteinas
(Raio hidrodinamico da Albumina =~ 3,37 + 0,03 nm) e membranas celulares, elas sdo capazes
de acessar varios locais dos sistemas vivos e interagir de maneira eficaz com as biomoléculas e
estruturas celulares. Além disso, a possibilidade de funcionaliza¢do das superficies desses
materiais (ex. utilizando biomoléculas) atribui especificidade as interagdes entre eles e os
sistemas bioldgicos. Dessa forma, o design racional de nanomateriais tem sido largamente
utilizado como estratégia para desenvolvimento de tecnologias como biossensores mais
eficazes, e sistemas complexos de drug-delivery (JEWETT; PATOLSKY, 2013; JHA ef al.,
2014).

As propriedades das nanoparticulas e seus efeitos sobre os sistemas biologicos estdo
fortemente relacionadas ao tamanho, formato e quimica de superficie das particulas e pequenas
alteragdes nessas caracteristicas podem afetar significantemente a funcionalidade desses
materiais (BANTZ et al., 2014). Sendo assim, a aplicacdo bioldgica de nanomateriais exige
protocolos de sintese reprodutiveis que gerem nanoparticulas biocompativeis e estaveis nos

meios onde serdo aplicadas. Ou seja, elas devem possuir uma distribui¢do de tamanho uniforme



11

e ndo podem sofrer agregagdo ou perder suas propriedades nas condi¢des de forga idnica e pH
do meio em que serdo inseridas. Hoje, a producéo de nanoparticulas que permanegam estaveis
em meios com alta forga idnica, como fluidos bioldgicos, ainda é um dos principais gargalos
para aplicacdo biologica dos nanomateriais.

Outro problema enfrentado nessa area € a necessidade de maior compreensdo sobre o
destino desses materiais nos organismos vivos, como também sobre o papel das biomoléculas
que interagem com eles no meio. Quando os nanomateriais sdo inseridos no meio bioldgico, as
biomoléculas ali presentes (ex. proteinas) tendem a recobrir a sua superficie e essa camada
influencia nas propriedades do nanomaterial e no seu destino final. Diante disso, muitas
nanoparticulas podem perder sua funcionalidade e mesmo serem rapidamente eliminadas a
depender das moléculas presentes nessa camada.

Portanto, antes da aplicacdo de novos nanomateriais, principalmente na area biomédica,
estudos aprofundados sobre o comportamento e os efeitos desses no meio em que serdo
inseridos ¢ de extrema importancia. Alguns aspectos a serem analisados s3o: a estabilidade
coloidal, a toxicidade celular, os locais acessados no organismo, as vias de eliminacdo, a
manuten¢do das propriedades do material, a influéncia das biomoléculas do meio sobre o
material, entre muitos outros. Nesse contexto, a area da nanotecnologia que estuda mais
sistematicamente esses efeitos € denominada de nanotoxicologia (MARTINEZ; ALVES, 2013;

DURAN; GUTERRES; ALVES, 2014).

1.3 A NANO-BIO INTERFACE: “BIOMOLECULAR CORONA”

Quando nanoparticulas entram em contato com fluidos bioldgicos, devido a alta energia
de superficie desses materiais, as biomoléculas presentes no meio, principalmente proteinas,
tendem a rapidamente recobri-las formando a chamada Protein Corona. Apds a formagédo dessa
camada, o nanomaterial ganha uma nova identidade bioldgica, agora dependente da composigdo
da estrutura proteica presente na sua superficie. Portanto, o destino dos nanomateriais nos
organismos, e as respostas fisioloégicas desencadeadas (ex. internalizacdo celular, citoxicidade,
inflamacdo ou respostas alérgicas) estdo diretamente relacionadas & composicdo da Protein
Corona (MONOPOLI et al., 2012).

Por sua vez, os tipos de proteinas que interagem com a superficie das nanoparticulas estéo
relacionados as caracteristicas do material, principalmente curvatura, topografia e quimica de
superficie. Além disso, a concentragdo relativa de cada proteina no meio e o grau de afinidade

que elas possuem a superficie do material também ditardo a composi¢ao final da corona. Diante
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disso, o conhecimento aprofundado sobre os fatores que governam a estrutura e composi¢ao da
Protein Corona e a relagdo deles com as caracteristicas dos nanomateriais ¢ importante para
previsdo das respostas biologicas de um dado material, e para guiar o design de nanoparticulas

de acordo com suas aplica¢des (Figura 1) (TREUEL et al., 2015).

Figura 1:Relagfo entre identidade sintética e biolodgica de um nanomaterial com a resposta fisiologica

Identidade Identidade Resposta
Sintética Biolégica Fisioldgica

Tamanho

Corona Distribuicao

Quimica

Fonte: Adaptada de Walkey; Chan, 2012

As biomoléculas presentes no meio bioldgico, em sua maioria proteinas, migram para
superficie das nanoparticulas por difusdo ou gradiente de potencial. Uma vez na superficie do
nanomaterial, caso seja termodinamicamente favoravel (AG de adsorcdo < 0), elas se mantém
adsorvidas através de diferentes mecanismos como, por exemplo, interagdes eletroestaticas, de
Van Der Waals e hidrofobicas, bem como ligagdes de hidrogénio e empilhamento =
(MAHMOUDI et al., 2016). Além das intera¢des nanoparticula-proteina, a corona também
apresenta interacdes do tipo proteina-proteina, as quais podem ser do tipo especificas (ex.
interagdes entre dominios complementares) ou nio (ex. interagdes entre dominios carregados
ou hidrofébicos).

A Protein Corona é dindmica, ou seja, as proteinas da superficie dos materiais estdo em
processo constante de adsor¢do e dessor¢do. Sendo assim, sua composi¢do proteica também
esta sujeita a mudangas ao longo do tempo e de acordo com as alteragdes do ambiente ao redor
das particulas. Desse modo, a estabilidade de cada proteina na superficie do material depende
da energia de ligagdo (AG) envolvida no seu processo de adsor¢do (WALKEY; CHAN, 2012).

O processo de formagdo da Protein Corona pode ser divido em dois estagios. O
primeiro, logo apds a inser¢do dos nanomateriais no fluido bioldgico, no qual as proteinas mais
abundantes do meio rapidamente compdem a corona, € o segundo, quando essas proteinas sao

substituidas por aquelas que possuem mais afinidade a superficie do material, mesmo estando
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em menor concentracdo. Desse modo, a partir do segundo estagio, as moléculas que atingem a
superficie das particulas o fazem por meio de competi¢do com as proteinas ja adsorvidas. Essa
mudang¢a na composi¢do da corona ao longo do tempo devido ao processo de dessorgdo e
adsorcdo de proteinas ¢ conhecido como “Efeito Vromam” (DOCTER et al., 2015).

Diante disso, na literatura € aceito que a Protein Corona é composta por duas partes: a
primeira formada pelas proteinas que estdo fortemente ligadas, denominada hard corona (HC),
cuja composicdo esta sujeita a poucas alteracdes apos atingir seu equilibrio e o ambiente ao
redor das particulas permanecer inalterado; e a segunda, denominada soft corona (SC), que é
constituida de proteinas com menor energia de ligagdo e cuja composi¢ao € mais dindmica em
relacdo a HC (Figura 2a) (WOLFRAM et al., 2014). Nesse contexto, existe a hipotese de que
HC é formada pelas proteinas que estdo diretamente ligadas a superficie do material, enquanto
a SC pelas proteinas que interagem reversivelmente com a HC. No entanto, ndo ha evidéncias
suficientes na literatura para confirmar esse fato, e moléculas de ambas as coronas podem estar
adsorvidas diretamente na superficie do material.

Por apresentar maior estabilidade, a composi¢do da HC possui uma relagdo mais direta
com as caracteristicas da superficie e com identidade biolégica dos nanomateriais quando
comparada com a SC. Esta, por sua vez, possui cinética de adsor¢do e dessor¢cdo de moléculas
mais dindmica, e é rapidamente modificada ao longo da movimentagdo das nanoparticulas no
ambiente. Sendo assim, acredita-se que a HC ¢ a principal mediadora das interacdes do
nanomaterial com os diversos componentes dos sistemas bioldgicos e, portanto, possui mais
enfoque nas pesquisas envolvendo Protein Corona. (FOROOZANDEH; AZIZ, 2015;
MONOPOLI et al., 2012; WALKEY; CHAN, 2012).

A maioria dos estudos de Protein Corona sdo realizados in vitro, utilizando-se
principalmente plasma sanguineo como fluido biologico. Nessas condig¢des, o processo de
formagdo da corona e sua composi¢do final sdo fortemente dependentes dos parametros
experimentais como, por exemplo, temperatura, agitacdo, concentragdo proteica, processos de
separagdo das nanoparticulas do meio, tempo de incubagdo, entre outras (MONOPOLI et al.,
2011; PISANI ef al., 2017). Além disso, como ndo hd mudangas na composi¢do proteica no
ambiente ao redor das nanoparticulas, como ocorre in vivo, a estrutura da HC é mais estavel e
atinge um equilibrio ao longo do tempo. Ou seja, apesar de ainda ocorrer fluxo de moléculas
entre a superficie do material e o meio, ndo hd mais alteracdo dos tipos de proteinas que
adsorvem no nanomaterial (HADJIDEMETRIOU; KOSTARELOS, 2017; MONOPOLI ef al.,
2011; TENZER et al., 2013).
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Figura 2: a. Representacdo esquematica das componentes da Protein Corona. b. Procedimento geral para
formagdo da Protein Corona em nanoparticulas.
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Fonte: Adaptada de Bergese, Paolo; Hamad-Schifferli, 2013

Diante disso, os estudos de Protein Corona in vitro sdo especialmente importantes para
avaliar como as caracteristicas dos nanomateriais (ex. topografia e quimica de superficie) e das
suas dispersdes (ex. estado coloidal e presenga de estabilizantes) afetam a estrutura final da HC.
Entretanto, esses resultados ndo sdo, por si so, definitivos para previsdo das interagdes e
destinos finais desses materiais in vivo, visto que, ndo sdo capazes de simular a variedade de
moléculas e compartimentos acessados por eles nos organismos (HADJIDEMETRIOU;
KOSTARELOS, 2017).

Sendo assim, o procedimento geral para obten¢do da HC de nanomateriais in vitro
consiste em trés passos basicos (Figura 2b):

- Preparacdo do meio bioldgico em que o nanomaterial serd testado, o qual esta
relacionado com a aplicacgéo para que ele € destinado.

- Incubag¢do do nanomaterial com o fluido biologico.

- Separagdo do excesso proteico (proteinas livres ou da SC) da superficie do material.

Para compreender a formacdo da Protein Corona na superficie do nanomaterial e o
impacto dessa sobre suas propriedades € importante que ele esteja bem caracterizado quanto as
propriedades fisico-quimicas e quanto a estabilidade de suas dispersdes, uma vez que a estrutura
final da corona refletira essas caracteristicas. Portanto, apds a formacgdo da Protein Corona, 0s

nanomateriais sdo novamente caracterizados quanto suas propriedades superficiais, sua
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distribuicdo de tamanho, sua estabilidade no meio e/ou quanto suas propriedades especificas
(ex. fluorescéncia) (BERGESE, PAOLO; HAMAD-SCHIFFERLI, 2013).

A Protein Corona € caracterizada utilizando-se métodos diretos e/ou indiretos. Os
métodos diretos analisam as caracteristicas das proteinas adsorvidas no material, por exemplo,
quanto a quantidade, ao tipo de proteina, a mudancgas de conformacéo, e incluem técnicas como
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), Espectrometria de Massas, Microscopia
Eletronica de Transmissdo, Dicroismo Circular, entre outras. Os indiretos consistem em
técnicas para analise de caracteristicas das nanoparticulas que indiretamente revelam
informagdes sobre a Protein Corona como, por exemplo, carga superficial, tamanho de
particula, absorbancia, fluorescéncia, os quais podem ser avaliados por espectrofotometria UV-
VIS, Centrifugacdo diferencial, Espalhamento de Luz Dinamico, Potencial Zeta, entre outras

(CARRILLO-CARRION; CARRIL; PARAK, 2017).

1.4 COLOIDES E ESTABILIDADE COLOIDAL

A maioria dos nanomateriais sao utilizados na forma coloidal, na qual estdo dispersos em
meios liquidos ou gasosos compativeis com suas aplicagdes. O estado coloidal das
nanoparticulas possui grande influéncia em suas propriedades. Quando estdo individualizadas
ou agregadas, as nanoparticulas possuem, por exemplo, tamanho, formato e area superficial
distintos, o que afeta parametros como absor¢do de luz, emissdo de fluorescéncia, reatividade
quimica, entre outras caracteristicas do nanomaterial.

Um dos principais requisitos para aplicagdo biotecnologica de nanoparticulas é a
obtengdo de dispersdes estaveis em meios biocompativeis, ou seja, com composi¢do, forca
ionica e pH adequados para interagdo com fluidos e sistemas biologicos. Entretanto, devido
principalmente a alta for¢a i0nica, as nanoparticulas tendem a agregar e sedimentar nesses
meios, resultando na modificag@o das suas propriedades e, principalmente, das suas interagdes
com os sistemas biologicos. Por exemplo, ap6s agregagdo, as nanoparticulas podem apresentar
internalizacdo celular , perfil hemolitico e/ou toxicidade diferenciados (HUSSAIN et al., 2015;
MAHMOUDI et al., 2014;Z00K et al., 2011).

A estabilidade coloidal (ou comportamento de fase) de suspensdes ¢ ditada pelo balango
de forgas, atrativas ou repulsivas, que atuam entre as nanoparticulas. Dentre as for¢as mais
importantes, em sistemas aquosos, estdo: as de Van der Waals, as eletroestaticas, as estéricas e

as depletivas (HENK; TUINIER, 2011).
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As forcas de Van de Waals e as eletroestaticas sdo ambas consideradas pela teoria
desenvolvida por Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeek (DLVO) para prever o
comportamento de fase de coloides que possuem apenas um componente.

As forgas de Van de Waals consistem em forgas atrativas entre todos os atomos de duas
particulas, originadas de oscilagdes entre as suas nuvens eletronicas. Essas oscilagdes formam
momentos de dipolos quando elas se aproximam e o potencial da atracdo (Wy 4y, ) € fortemente

dependente do tamanho das particulas e da distancia entre elas, assim:

A
Wyaw = _gf(h/R) )
onde, A ¢ a constante de Hamaker, h ¢ a distancia entre as particulas e R o raio das particulas.
Dessa forma, quanto mais proéximas, mais forte ¢ a atragdo entre as particulas.

A segunda forca, eletroestatica, também chamada de interagdo entre a dupla-camada,
ocorre em coloides contendo particulas carregadas no meio. Ela consiste na forga repulsiva
oriunda da aproximacdo da camada de contra-ions adsorvidos nas superficies das particulas,
devido as cargas semelhantes e a densidade da camada idnica.

O potencial da repulsdo (Wpg) é dependente da concentra¢do idnica do meio, a qual
influencia a carga das particulas e a espessura da dupla camada de ions ao redor das mesmas.

Diante disso, temos que:
R —
Wpr(h) = B 1 exp( h/)lD) (2)

Onde, A é o comprimento de Bjerrum e Ap € comprimento de Debye, B é a densidade de carga,
ou o potencial, da superficie, h € a distancia entre as particulas e R o raio das particulas. Ag e
Ap levam em consideragdo as distdncias em que as cargas elementares das particulas comegam
a interagir e a forga repulsiva se torna relevante, respectivamente.

Sendo assim, de acordo a teoria DLVO, para que um coloide seja estavel, as forcas
repulsivas eletroestaticas entre particulas devem superar as forcas atrativas de Van der Waals
(Figura 3a). O balanco entre essas forgas ird depender de fatores como: tamanho e propriedades
dielétricas das particulas, for¢a idnica e constante dielétrica do meio e densidade eletronica da
dupla-camada. Por exemplo, para um determinado potencial de Van der Waals, o potencial

DLVO ¢ alterado de acordo com a concentragdo de ions do meio (Figura 3b).



17

Figura 3: a. O potencial DLVO ¢ a soma dos potenciais das forcas eletroestaticas (repulsivas) e de Van der Waals
(atrativas) b. Ilustragfo do potencial DLVO entre duas esferas em fung@o do aumento da concentragdo de sais no
meio (i — iv).
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Fonte: Adaptada de Henk, N. W. L.; Tuinier, R. , 2011

Entretanto, para coloides que possuem mais de um componente, com propriedades
fisico-quimicas distintas (ex. nanoparticulas em misturas poliméricas ou proteicas), a teoria
DLVO nio ¢ suficiente para explicar o comportamento de fases (BOSTROM; WILLIAMS;
NINHAM, 2001).

Normalmente, para aplicacdo biotecnoldgica de nanomateriais a presenca de grupos
carregados na superficie ndo € suficiente para garantir a estabilizagdo coloidal dos materiais,
uma vez que os meios biologicos possuem alta for¢a idnica. Portanto, algumas estratégias para
evitar a agregacdo do material utilizam metodologias como funcionalizagdo quimica da
superficie do material com moléculas organicas ou cadeias poliméricas, ou adi¢cdo de agentes
estabilizantes no meio dispersante, como polimeros sintéticos. A adi¢do de novos componentes
no sistema leva ao surgimento de novos tipos de interacdes e mecanismos de estabilizacdo
coloidal como, por exemplo, as forcas estéricas e depletivas. Essas passam entdo a atuar sobre

o comportamento de fases do coloide (XING; HUA; NGALI 2015).
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Nesse contexto, quando polimeros sdo adicionados em um sistema coloidal eles
interferem no equilibrio de forcas da suspensdo, e o que determina se havera estabilizagdo ou
ndo das particulas presentes s@o: as caracteristicas do solvente; a composicéo e estrutura dos
polimeros e das particulas; as concentracdes dos componentes, e os tipos de interacdo entre
eles.

Polimeros adsorvidos ou ligados na superficie das particulas atuam estabilizando-as
estericamente, quando recobrem toda a sua superficie e estdo em um solvente favoravel (Figura
4). Nesse caso, parte das cadeias poliméricas da superficie ficam livres no solvente formando
uma camada ao redor das particulas. Desse modo, quando elas se aproximam, a energia livre
do sistema aumenta devido a aproximagao das cadeias, as quais passam a competir pelo mesmo
volume de solvente, gerando uma forga repulsiva entre as particulas.

Figura 4: Ilustracdo de modelo de repulsdo estérica oriunda da aproximagéo de cadeias poliméricas ligadas as
superficies de duas esferas.

Repulsdo

Fonte: Modificada de Henk, N. W. L.; Tuinier, R. , 2011

Por outro lado, polimeros nao adsorvidos as particulas s@o mais conhecidos por
instabilizar o coloide quando adicionados no sistema em pequenas concentra¢des. Por ndo
interagirem com a superficie das particulas, uma camada de solvente préxima a essa torna-se
inacessivel pelas cadeias poliméricas, caracterizando o chamado volume morto. Nesse
contexto, quando as particulas se aproximam no meio, as camadas de volume morto se
sobrepdem e um gradiente osmotico entre essa camada de sobreposi¢do € 0 meio externo se
forma, liderando uma forca atrativa (XING; HUA; NGALI, 2015). Além disso, essa sobreposi¢ao
resulta na disponibiliza¢do de um volume de solvente maior para as cadeias poliméricas, o que
leva ao aumento de entropia no sistema e diminuicdo da energia livre (Figura 5a). Dessa forma,
a agregacdo das particulas ¢ favoravel e as for¢as predominantes no sistema sdo as forgas de
deplecdo atrativas. Esse fendmeno foi inicialmente descrito pelo modelo de Asakura-Oosawa

(OOSAWA; ASAKURA, 1954).
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Nesse contexto, foi observado que quando a quantidade de polimero em solugdo ¢
aumentada a suspensdo pode novamente ser estabilizada. No entanto, o mecanismo de
estabilizacdo ainda estd em processo de elucidagdo. Acredita-se que os polimeros podem formar
camadas ao redor das particulas e dificultar a aproximacgdo das mesmas (Figura 5b). Porém,
essa explicagdo ndo ¢ adequada para suspensdes de nanoparticulas, pois essas estdo na mesma
escala de tamanho que as cadeias poliméricas (KIM et al., 2015). No entanto, € certo que
aumento da quantidade de polimero no meio aumenta a barreira energética que evita a
agregacdo das nanoparticulas e as for¢as que atuam no sistema so caracterizadas como forcas
de deplecdo repulsivas. Os processos de desestabilizacdo e estabilizagdo de coloides por
polimeros livres no meio € dependente de caracteristicas como peso molecular, conformacéo e
concentracdo desses materiais. Além disso, também ¢ influenciado pelas caracteristicas das
particulas, como tamanho e formato. (SEMENOV; SHVETS, 2015; ZEMB;
KRALCHEVSKY, 2015)

Figura 5: Representacdo ilustrativa de a. desestabilizagéo e b. estabilizagfo coloidal por deplegéo.

&

a

Fonte: Crocker et al., 1999

As modificagdes realizadas tanto na superficie das nanoparticulas quanto na formulac¢éo
do meio em que se encontram geram impactos sobre suas funcionalidades e propriedades,
consequentemente sobre suas intera¢cdes com o meio biolégico. Diante disso, as modificagdes
da superficie desses materiais, como a adsor¢do ou ligacdo de moléculas, nem sempre sdo
favoraveis a sua aplicacdo de interesse. Nesse contexto, a estabilizacdo de coloides com o uso
de polimeros ndo adsorventes tem sido muito estudada, uma vez que devido as forgas depletivas
repulsivas, as particulas permanecem dispersas com a superficie acessivel a interagdes com
outras moléculas. Entretanto, esse mecanismo de estabiliza¢do ¢ de dificil detecgdo, pois
envolve fendmenos entropicos e forgas dificeis de serem mensuradas experimentalmente (KIM

etal.,2015; LANG et al., 2013; ZHANG; SERVOS; LIU, 2012).
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Diante disso, a identificagdo dos mecanismos de estabilizacdo exercidos por
macromoléculas em um sistema coloidal ndo ¢é simples, pois no mesmo sistema mais de um
tipo de mecanismo pode contribuir para a dispersdo das particulas e a extensdo da contribui¢ao
de cada um ¢é de dificil analise (LANG et al., 2013).

A estabilidade coloidal de nanoparticulas pode ser avaliada de diferentes formas como,
por exemplo, apenas observando-se o tempo que o material leva para precipitar ou utilizando
técnicas que detectam mudangas em propriedades como tamanho e carga superficial de
particula. Normalmente, varios métodos sdo combinados para caracteriza-la da melhor maneira
e em relacdo a diferentes pardmetros como tempo, meio de dispersdo, concentragdo e tipo de
aditivos, funcionalizacdo superficial, entre outros.

Dessa maneira, as técnicas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Espalhamento
de Luz Eletroforético (Potencial Zeta) estdo dentre as mais acessiveis para avaliar,
respectivamente, tamanho e carga superficial de nanoparticulas. Por DLS mede-se o didmetro
hidrodindmico de nanoparticulas correlacionando o tamanho com a velocidade do movimento
browniano das particulas utilizando a relagdo de Stokes-Einstein. Dessa forma, a cada medida,
obtém-se o didmetro hidrodindmico médio, a distribui¢do de tamanhos e o indice de
polidispersividade (PDI) do coloide. Esse ultimo parametro reflete a variancia da distribui¢do
de tamanhos da amostra, sendo que distribuicdes com PDI entre 0.1 e 0.4 consideradas
monodispersas. Por outro lado, o Potencial Zeta consiste na carga liquida das nanoparticulas
levando em consideragdo a camada de ions adsorvidos que se movem junto com elas no meio.
Esse valor é calculado a partir da relagdo entre a carga superficial ¢ a mobilidade da
nanoparticula sob influéncia de um campo elétrico. Ao final dessa medida, obtém-se um valor
médio de Potencial Zeta para um nanomaterial.

Nesse contexto, ao avaliar-se em conjunto o tempo de sedimentagdo, a carga
superficial, o didmetro hidrodindmico e o PDI de suspensdes de nanoparticulas em fun¢édo do
meio dispersante e da concentracdo de diferentes aditivos (ex. polimeros estabilizantes) ¢
possivel verificar a influéncia desses parametros sobre a estabilidade coloidal, como também
inferir sobre as intera¢cdes que ocorrem entre as nanoparticulas e outros componentes do
sistema. Por exemplo, a adsor¢do de moléculas ndo carregadas na superficie das particulas
causa a diminui¢do, em modulo, do valor de potencial zeta e o aumento do didmetro
hidrodindmico. Unindo essas informacgdes € possivel sugerir sobre mecanismos de estabilizacao

coloidal atuantes nas dispersdes.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos de estabilidade coloidal manifestados pelos polimeros PEG,
PF127, e pela proteina modelo BSA em suspensdes de nanoparticulas de silica (SiNPs),
dispersas em meio fisiologico (PBS), e a influéncia desses sobre as interacdes entre
nanoparticulas e biomoléculas, analisando os seus efeitos sobre a formacdo da Protein Corona

apos a interagdo do nanomaterial com plasma sanguineo humano (PSH).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizagdo das SiNPs quanto a absor¢do de luz, tamanho hidrodindmico, carga
superficial e morfologia pelas técnicas de Espectrofotometria UV-Visivel, DLS, Potencial Zeta
e Microscopia Eletronica de Varredura, respectivamente.

Avaliacdo da estabilidade coloidal das nanoparticulas em meio biocompativel (PBS 10
mmol.L") com a presenca de diferentes concentragdes dos polimeros: polietileno glicol 1500Da
(PEG 1,5k), 12000 Da (PEG 12k) e 35000Da (PEG 35k), Pluronic F-127 (PF127) e da proteina
Albumina Bovina (BSA).

Caracterizag@o da estabilidade coloidal e das interacdes superficiais entre nanoparticulas
e estabilizantes (polimeros e proteinas) a partir das técnicas de DLS e Potencial Zeta, utilizando
o0 equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern).

Analise do perfil proteico da corona formada na superficie das SiNPs por 1D SDS-PAGE
apos incubagdo das suspensdes de nanoparticulas com polimeros (PEG ou PF127) ou BSA, em
plasma humano.

Desenvolvimento de algoritmo para transformacéo do perfil de bandas proteicas dos géis
de SDS-PAGE, corados com Coomassie Brilliant Blue, em graficos de peso molecular x

intensidade utilizando o software Wolfram Mathematica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS:

O corante fluorescente Isotiocianato de Fluorasceina (FITC), os silanos
Tetraetilortossilano (TEOS) e (3-Aminopropil )trimetoxisilano (APTMS), os tabletes de tampao
fosfato salino, bem como os polimeros Pluronic F-127 e PEG com diferentes pesos moleculares
(1,5k, 12k e 35k Da), e a proteina BSA liofilizada foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Estados
Unidos). O tampao de amostra (Loading Buffer) e o padrao de peso molecular (11 — 245 kDa)
para SDS-PAGE foram adquiridos da Biolabs.Inc (Inglaterra), e os reagentes para os géis de
eletroforese, acrilamina, bis-acrilamida, dodecil sulfato de sodio e Tris-Base foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Brasil). O Plasma Sanguineo Humano foi obtido em bolsas plasticas adequadas
a partir da distribui¢do de fracionados de sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina da

Unicamp (Campinas — SP), mediante autorizacao.

3.2 SINTESE:

As SiNPs foram sintetizadas a partir do método de Stober modificado para obtencdo de
nucleos (cores) fluorescentes, a partir da condensa¢do de moléculas de FITC nos primeiros
niicleos formados na etapa de condensacio das particulas (OW et al., 2005; STOBER; FINK;
BOHN, 1968; VAN BLAADEREN; VRIJ, 1993). Para isso, primeiro dissolveu-se 3 mg de
FITC em 3 mL de etanol absoluto, e em seguida adicionou-se 3,2 ul. de APTMS. A mistura foi
gentilmente homogeneizada e deixada em repouso por uma hora a temperatura ambiente. Entéo,
7 mL de etanol absoluto, seguidos de 800 pnL. de TEOS e 800 pL. de Hidroxido de Amonio (28
— 30%) foram adicionados no mesmo frasco e a mistura foi mantida sob agitacdo por 2 h a 60
°C (£2). Para interromper o crescimento das particulas e remover os reagentes residuais, a
suspensdo foi centrifugada por 40 min a 16000 rcf e 4 °C, o sobrenadante foi descartado e as
nanoparticulas ressuspensas em etanol absoluto. Esse processo foi repetido trés vezes para
retirada dos residuos de reag@o. Cada reagéo de sintese possui um volume final de 10 mL. Para
a suspensao estoque utilizada nos experimentos, foram realizadas quatro sinteses iguais que ao
final foram misturadas. As nanoparticulas foram mantidas armazenadas em etanol absoluto e
suspensoes estoque em dgua deionizada foram feitas apenas para a realizacdo dos experimentos.

Quando em agua, a concentracdo das suspensdes foi determinada por termogravimetria.
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3.3 CARACTERIZACAO:

As SiNPs suspensas em etanol foram primeiramente redispersas em agua deionizada
para entdo serem caracterizadas quanto a absor¢do de luz, tamanho hidrodinamico, carga
superficial e morfologia. A troca de dispersantes foi realizada por meio da centrifugacdo da
suspensdo em etanol por 40 min a 14000 rpm e 4 °C, descarte do sobrenadante e redispersdao
das nanoparticulas com agua deionizada. O procedimento foi repetido trés vezes para completa
retirada do etanol.

O espectro de absor¢do da suspensdo de SiNPs em dgua deionizada foi realizado
utilizando um leitor de placas UV-Visivel (Thermo Scientific). Para a leitura, foram adicionadas
triplicatas de 100 pL de suspensdo de nanoparticulas com concentra¢do de 1 mg.ml! em uma
placa de 96 pocos, e como branco foi utilizado 100 uL de dgua deionizada também em triplicata.
A andlise compreendeu a faixa de comprimentos de onda do espectro visivel (380 — 760 nm).
Para a construgdo do espectro resultante, foi utilizada a média dos valores de absor¢éo de luz
da suspensdo, subtraida da média de absor¢do do branco em cada comprimento de onda.

Para avaliagdo da distribui¢do de tamanho das nanoparticulas (por espalhamento de luz
dinamico), foram utilizadas suspensdes com concentracio de 250 pg.mL! de particula em PBS
diluido 10 vezes. As medidas foram feitas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern), o
qual permite verificar o diametro hidrodindmico médio (D.nm) e o indice de polidispersividade
(PDI) da dispersao, sendo esse ultimo utilizado para avaliar a variancia da distribuicdo dos
tamanhos de particula em suspensdo. O equipamento também foi utilizado para analise da carga
superficial das nanoparticulas, sob as mesmas condi¢des de dispersdo, a partir da medida de
Potencial Zeta pela técnica de Espalhamento de Luz Eletroforético. Ambas as analises foram
realizadas em triplicata, a 25 °C e utilizando a relagdo de Einstein — Smoluchowski para o
calculo do diametro hidrodindmico e do potencial zeta. A média e o desvio padrao de todas as
medidas foram levados em consideracdo para a apresentacdo dos resultados.

As caracteristicas morfoldgicas das nanoparticulas foram analisadas a partir de imagens
de microscopia eletronica de alta resolug@o obtidas utilizando-se um microscopio eletronico de
varredura Quanta 450 (FEI), equipado com um canhdo de emissdo por campo ("field emission
gun" — FEG). As amostras foram depositadas sobre substrato de silicio e a andlise foi realizada
sob alto vacuo, pressdo de 107 Pa, e feixe com tensdo de aceleracdo de 5 kV. Além disso, o
tamanho da abertura da condensadora foi de 30 um e a distancia de trabalho foi fixada em 6
mm. Por fim, para construg¢@o das imagens, foram utilizados os sinais de elétrons secundarios

provenientes da interag@o do feixe de elétrons com a superficie da amostra.
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3.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE COLOIDAL:

O acompanhamento da sedimentacdo das nanoparticulas ao longo do tempo foi
realizado para analisar a estabilidade coloidal das suspensdes de silica na presenga de diferentes
polimeros, trés cadeias de PEG (1,5 kDa, 12 kDa e 35 kDa), PF127 (12,5 kDa), e da proteina
BSA, em PBS (10 mmol.L™"). Para isso, foram preparadas suspensdes com concentrag¢des de
polimero ou proteina de 0,1, 1,0, 5 ¢ 8% m/m juntamente com 500 pg.mL™! de nanoparticulas,
que foram homogeneizadas em banho de ultrassom durante 3 min, com excec¢do daquelas
contendo BSA, as quais foram misturadas apenas com pipetador automatico para evitar a
desnaturagdo proteica. Ao final, as suspensdes foram entdo deixadas em repouso e a
estabilidade das nanoparticulas nas dispersdes foi monitorada por registro fotografico durante
144 h.

As condi¢des da estabilidade coloidal das suspensdes também foram caracterizadas
utilizando a técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS). Essa técnica permite o
acompanhamento da distribui¢do de tamanho e PDI das nanoparticulas ao longo do tempo,
gerando um perfil de agregacdo das suspensdes com diferentes formulagdes. Além disso,
utilizando-a em conjunto com a avalia¢do do Potencial Zeta das nanoparticulas nas formulagdes
de interesse € possivel inferir sobre as interagdes superficiais entre particulas e os outros
componentes das dispersdes, no caso, polimeros e proteinas. (REZENDE et al., 2003)

Sendo assim, o tamanho médio das nanoparticulas e o PDI foram analisados em fung¢éo
do tempo utilizando suspensées com concentra¢des de 0,1, 1,0 e 5,0% de polimero ou BSA e
250 pg.mL! de nanoparticulas em PBS diluido dez vezes. Antes da primeira medida, todas as
suspensoes, exceto as contendo BSA, foram sonicadas em banho por 3 min e entdo foram
deixadas em repouso por 70 min, durante os quais, a cada 10 min, o tamanho médio e o indice
de polidispersividade das nanoparticulas foram medidos no Zetasizer Nano ZS (Malvern).

Por outro lado, as medidas de Potencial Zeta foram realizadas com suspensdes com 200
ug.mL! de nanoparticulas e concentragdes de polimeros ou proteina de 40, 100, 200, 400 e
1000 pg.mL™! (gerando razdes massa/massa de nanoparticula:aditivo de 1:0,2, 1:0,5, 1:1, 1:2 e
1:5) em PBS diluido dez vezes, com o objetivo de analisar os efeitos desses sobre a carga
superficial das nanoparticulas.

Todas as medidas foram realizadas a 25 °C e repetidas pelo menos trés vezes utilizando-
se suspensdes novas. O célculo do tamanho das nanoparticulas e de seu Potencial Zeta foi
derivado da relacdo Einstein—Smoluchowski. Além disso, para as medidas de tamanho, os

valores de viscosidade e indices de refragdo dos meios dispersantes, PBS diluido 10 vezes com
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as diferentes concentrag¢des de polimeros, foram avaliados utilizando o Método de Ostwald e o
refratometro de Abbe, respectivamente. Os valores foram entdo reportados ao soffware
Zetasizer, a fim de evitar erros no calculo de tamanho de particula devido a modificacio desses
parametros pelos aditivos na solucdo. Essas caracteristicas fisico-quimicas da solugéo
influenciam fendmenos, como o movimento Browniano das nanoparticulas e a propagacio da

luz no meio, que s@o importantes para o calculo realizado pelo sofiware.

3.5 AVALIACAO DA PROTEIN CORONA:

Para realizag¢do dos experimentos de Protein Corona, o PSH foi previamente centrifugado
para retirada de plaquetas e excesso de lipidios. Para isso, aliquotas armazenadas a -20 °C foram
descongeladas e centrifugadas por 10 min a 10000 rpm e 4 °C. Apds a centrifugagdo, o plasma
limpo foi separado dos outros componentes utilizando uma pipeta automatica e o procedimento
foi repetido mais uma vez para posterior adi¢cdo do plasma sobre as nanoparticulas.

Em cada procedimento de Protein Corona, suspensdes com 500 pg.mL™! de silicae 0,1,
1,0, 5 ou 8% de polimero ou BSA foram preparadas em microtubos para um volume final de
450 pL em triplicata. As suspensdes foram homogeinizadas por sonica¢do durante 3 min ou
utilizando a pipeta automatica, no caso das suspensdes com BSA. Entdo, 550 nLL de PSH foram
adicionados sobre essas suspensdes, resultando em uma concentragéo final de 55% de plasma
e dilui¢do da concentracio de silica para 225 pg.mL! e de estabilizantes para 0,045, 0,45, 2,25
e 3,6%.

Os tubos com nanoparticulas e PSH foram incubados sem agita¢do por 1 h em 25°C,
controlados no Termobloco (Eppendorf), e ao final, eles foram centrifugados por 1 h a 14000
rpm e 4 °C para sedimentacdo das nanoparticulas em suspensdo. Os sobrenadantes foram
descartados e as SiNPs ressuspensas com 100 pul de agua deionizada, para facilitar a
desagregagdo do precipitado, ¢ 900 puL. de PBS. Esse procedimento foi repetido 3 vezes,
entretanto com tempos de centrifugacdo de 30 min, para garantir a retirada das proteinas de
plasma que ndo adsorveram fortemente a superficie das nanoparticulas, ou seja, restando apenas
as proteinas diretamente ligadas a superficie de silica formando a HC.

Apds a retirada do excesso proteico, as proteinas remanescentes foram extraidas da
superficie das particulas para avaliagdo do perfil proteico da HC utilizando 1D SDS-PAGE.
Para isso, os precipitados resultantes do processo anterior foram ressuspensos em 100 pL de
agua deionizada, sonicados por 2 min e entdo 50 puL. de tampdo de amostra para eletroforese

(DTT 4 mmol.L"; 150 mmol.L! Tris-HCI, pH 7,0; 4,8% SDS (m/v); 24% glicerol; 0,024%
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azul de bromofenol (m/v)) foram adicionados as suspensdes, as quais foram sonicadas
novamente por 2 min e em seguida submetidas a uma temperatura de 99 °C por 3 min em
Termobloco. Por fim, os tubos foram centrifugados por 5 min a 14000 rpm e 4 °C para
sedimentac¢do das nanoparticulas e 10 uL. dos sobrenadantes foram inseridos em PAGE 15%
para a separacdo das proteinas recém-extraidas.

Para cada polimero e para a BSA foram realizados trés procedimentos de Protein Corona,
nos quais cada amostra foi realizada em triplicada e no fim duas foram selecionadas para
separagdo no gel. Apés a utilizagdo, as amostras foram armazenadas congeladas.

Os géis foram corados utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue R. Para corar as
bandas proteicas, os géis foram deixados imersos sob agitacdo em solucgdo corante (Coomassie
R-250 3mmol.L"!, Etanol 30%, Acido Acético 10%) por 1 hora e apds esse periodo os géis
foram lentamente descorados. Primeiramente, eles foram agitados em solu¢do descorante
(Etanol 25%, Acido Acético 37,5%) por 30 min, entdo na mesma solugdo diluida duas vezes
por mais 30 min e, por fim, eles foram deixados em 4gua destilada por até sete dias para que o
maximo do corante em excesso fosse retirado do gel sem a perda de bandas. Ao final, os géis
foram escaneados e as imagens utilizadas para comparacdo do perfil proteico das diferentes
coronas.

Além disso, amostras de um dos experimentos realizados para cada estabilizante foram
novamente separadas por SDS-PAGE e os géis resultantes foram revelados utilizando o método
de Nitrato de Prata, derivado de Blum ef al. 1987, a fim de se verificar a presenga ou ndo de
bandas proteicas ndo detectadas pelo Coomassie e confirmar as diferengas entre as Protein
Coronas geradas.

Por fim, também foram realizados ensaios para formag¢io de Protein Corona utilizando
suspensdes de SiNPs (500 ug.mL™") com concentragdes de 5 e 8% dos polimeros PEG e PF127
para o volume final do teste (1 mL), ou seja, sem causar dilui¢do das suspensdes com a adi¢do
de plasma como nos procedimentos anteriores. O objetivo desse experimento foi avaliar a
acessibilidade das proteinas do plasma sanguineo a superficie das particulas mesmo na presenca
de maiores concentragdes de polimero no meio, assim como nas condi¢des em que foi avaliada
a estabilidade coloidal das nanoparticulas. Sendo assim, as etapas do procedimento, formagao
da Protein Corona, extragdo das proteinas e separagdo por eletroforese seguiram a mesma
metodologia descrita anteriormente, entretanto a concentragdo de PSH utilizada foi de 20%,
devido as maiores concentragdes de polimero no meio. Ao final os géis foram relevados pelo

método de Nitrato de Prata.
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3.6 ALGORITMO PARA ANALISE DE GEIS DE ELETROFORESE

As imagens dos géis escaneados foram interpretadas utilizando um algoritmo de analise
desenvolvido no sofiware Wolfram Mathematica. O objetivo foi transformar o perfil proteico
de cada coluna dos géis de eletroforese em um grafico de picos com a intensidade de cada
banda. A fungdo geral do algoritmo foi avaliar os valores médios correspondentes a cor dos
pixels das imagens e organiza-los em um grafico no qual o eixo X corresponde a posicao de
cada pixel da imagem e o Eixo Y o valor da intensidade do pixel.

Para isso, todas as imagens foram importadas para o programa e, sequencialmente,
transformadas para a escala de cinza e negativadas. Assim, os valores dos pixels variaram de 0
(preto) a 1(branco). Nesse caso, o fundo do gel continha pixels pretos e as bandas proteicas, os
brancos. Entdo, as colunas dos géis foram separadas e cortadas nas posi¢des correspondentes a
primeira (245 kDa) e a ultima (11 kDa) bandas da coluna do padrdo de peso molecular de cada
gel analisado e foram redimensionadas para 400 pixels de comprimento.

As colunas recortadas foram entdo rotacionadas 90°, e os valores dos pixels de cada
imagem foram extraidos em forma de matrizes numéricas. Cada linha da matriz consistiu em
uma linha da imagem. Entdo, foram realizadas as médias aritméticas de todas as matrizes, que
consistem no calculo da média dos valores de cada coluna da matriz (Figura 6a). Dessa forma,
ao final, foi obtida uma lista com 400 valores de pixel, os quais resultaram no grafico com os
picos de intensidade de cada banda do gel (Figura 6b). Além disso, para identifica¢do do peso
molecular correspondente aos picos do grafico, esse ultimo foi dividido em 8 regides que
consistem em intervalos entre 0 e 400 relacionados as posi¢des das bandas do padrio de peso

molecular de cada gel.
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Figura 6: a. Representago ilustrativa de como € calculada da média aritmética dos valores de pixels das colunas
dos géis de eletroforese b. Grafico resultante dos dados retirados.
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Fonte: Autor.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO:

O método de sintese de Stober € largamente utilizado para sintese de particulas de silica
monodispersas. Ele consiste na hidrolise e condensacdo do organossilano TEOS em solugéo
alcodlica contendo quantidades controladas de 4gua e amonia, e resulta em particulas esféricas,
com superficie regular e carga negativa. Ele € utilizado como base para sintese de particulas de
silica com diversas caracteristicas superficiais e estruturais, alterando-se poucas etapas e
reagentes para isso. Desse modo essas nanoparticulas sdo bons modelos para o estudo de
coloides. A sintese de nanoparticulas de silica com fluoréforos em seu nticleo facilita os estudos
de estabilidade coloidal desses materiais, pois facilita a visualizagdo da qualidade da dispersao
e permite o uso de técnicas Opticas para realiza¢do de experimentos de estabilidade coloidal,
uma vez que, as nanoparticulas de silica convencionais sdo opticamente transparentes.
(BURNS; OW; WIESNER, 2006; NYFFENEGGER; QUELLET; RICKA, 1993; OW et al.,
2005; VAN BLAADEREN; VRIJ, 1993)

Sendo assim, para avaliar o perfil de absor¢do de luz das nanoparticulas fluorescentes

sintetizadas nesse trabalho, o espectro de absor¢ao da suspensdo foi construido para a faixa de
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comprimentos de onda de 380 a 760 nm, referentes ao espectro de luz visivel (Figura 7a). A
suspensdo de nanoparticulas apresentou um pico de absor¢ao entre, aproximadamente, 420 e
510 nm, com valor maximo em 485 nm.

A suspensdo de nanoparticulas utilizada para os experimentos foi caracterizada quanto
tamanho, formato e carga superficial das particulas. A distribui¢do de tamanho e a carga das
nanoparticulas foram avaliadas utilizando suspensdes com 250 ug.mL™" de particula em PBS
diluido 10 vezes (1 mmol.L"") por técnicas de espalhamento de luz. As nanoparticulas
apresentaram didmetro hidrodindmico médio de 135.3 + 3,5 nm, PDI de 0,08 e carga superficial
negativa, com valor de Potencial Zeta de -56,5 + 9,5 mV, o qual € explicado pela presenca de
grupos silanol desprotonados na supertficie das particulas.

As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 7b) mostraram a
predominancia de nanoparticulas do tipo semi-esféricas, de tamanho entre 80 ¢ 150 nm. No
entanto, ha presenca também de nanoparticulas maiores com diametros de até¢ 200 nm, porém

em baixa quantidade.

Figura 7: a. Espectro de absor¢do de luz da suspensdo de SiNPs fluorescentes na faixa de comprimentos de onda
do espectro visivel. b) Imagem de SiNPs adquirida por Microscopia Eletronica de Varredura
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4.2 ESTABILIDADE COLOIDAL:

Os polimeros escolhidos para os estudos, PF127 e PEG, séo dois compostos bastante
conhecidos na literatura da area de nanobiotecnologia. O primeiro consiste em um
heteropolimero sintético aprovado pela FDA, composto por duas unidades monoméricas: 6xido
de polipropileno (PPO; hidrofébica), e 6xido de polietileno (PEO; hidrofilica), distribuidos em
uma razio aproximada de 1:2 (PPO:PEO) (ALMEIDA ef al., 2012). Devido a caracteristica
anfifilica da molécula, o PFI127 forma micelas em solu¢do aquosa com raio de
aproximadamente 7,36 nm a partir da concentracdo de 2,8 uM de polimero. (KABANOV;
BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002). Por outro lado, o PEG ¢ um homopolimero formado
apenas por unidades de PEO. Ele é quimicamente inerte e esta disponivel comercialmente em
varios pesos moleculares de acordo com o tamanho de suas cadeias. Atualmente, ele é bastante
usado para modifica¢des covalentes de superficies de nanoparticulas com o objetivo estabiliza-
las, bem como reduzir a adsor¢do de biomoléculas em sua superficie (PELAZ et al., 2015; DAI;
WALKEY; CHAN, 2014).

A BSA (= 66,5 kDa) possui estrutura bastante similar a Albumina Humana. Sua
conformacdo globular é resultante de 17 pontes dissulfeto formadas entre residuos de cisteina
distribuidos ao longo de sua cadeia polipeptidica, a qual também contém uma grande
quantidade de residuos de aminoacidos carregados, como lisina e 4acido glutamico. Seu ponto
isoelétrico € 4.8, e portanto, ela € negativamente carregada em pH fisiologico (CARTER; HO,
1994; PETERS, 1995). O uso de um modelo proteico nesse trabalho deu-se pelo conhecimento
da afinidade que essas biomoléculas possuem sobre a superficie dos nanomateriais, interagdo
que normalmente resulta em uma melhor dispersividade do material.

O acompanhamento da estabilidade coloidal das suspensdes de SiNPs ao longo de 144
horas em meio com alta forca idnica (PBS 10 mmol.L ") permitiu a comparagio das diferentes
formulagdes coloidais propostas nesse trabalho quanto a influéncia das macromoléculas
utilizadas sobre a estabilidade das nanoparticulas em suspensdo (Figura 8). Além disso,
utilizando esses dados em conjunto com os estudos de tamanho médio e potencial zeta,
variando-se a concentracdo de estabilizantes, foi possivel inferir o mecanismo de estabiliza¢ao

coloidal e as possiveis interacdes entre os polimeros e as nanoparticulas de silica.
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Figura 8: Acompanhamento fotografico da estabilidade coloidal das suspensdes de SiNPs (500 pug.ml!) em
tampéo fosfato (10 mmol.L") em conjunto com 0,0, 0,1 ,1,0, 5,0 ou 8,0% m/m de polimeros ou BSA durante 144
horas.
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Comparando-se a estabilidade coloidal das suspensdes de silica com diferentes
formulagdes: 0,0, 0,1, 1,0, 5,0 e 8,0% m/m de polimeros ou BSA em PBS, observou-se que
mesmo sem moléculas estabilizantes as nanoparticulas permanecem dispersas e com pouca
sedimenta¢do durante as 144 horas em PBS, o que indica a manuten¢do de suas cargas
superficiais e a ocorréncia de repulsdo eletroestatica entre as particulas. As suspensdes contendo
PEG em sua formulacdo apresentaram sedimentac¢do nos primeiros trinta minutos de repouso e
apds 24 horas todas as suspensdes sedimentaram completamente. O polimero prejudicou a
estabilidade das nanoparticulas em relagéo ao tubo controle e a extensdo da instabilidade gerada
foi inversamente proporcional ao peso molecular e a concentragdo de PEG, ou seja, a

sedimentacdo das particulas ocorreu mais rapido em concentra¢cdes mais baixas de polimero e



32

nos tubos com PEG de menor peso molecular. Nas suspensdes contendo PF127, as menores
concentracdes (0,1 e 1,0%) também causaram desestabilizacdo do coloide, no entanto, a
estabilidade coloidal aumentou juntamente com o aumento da concentracdo de polimero. A
BSA néo afetou de maneira perceptiva a dispersdo das particulas e ao final das 144 horas. Nos
tubos contendo 5 e 8% de PF127 e em todos os tubos com BSA a estabilidade coloidal das
SiNPs foi similar (Figura 9).

Figura 9: Suspensdes de SiNPs (500 pg.ml") em tampdo fosfato (10 mmol.L! ) em conjunto com 0,0, 0,1 ,1,0,
5,0 ou 8,0% m/m de BSA ou PF127 ap6s 144 horas de repouso.
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Fonte: Autor.

Utilizando técnicas de espalhamento de luz, foi possivel construir o perfil de agregacéo
das particulas em PBS 1,0 mmol.L"!, em funcfo do tempo e da concentracio de polimero ou
proteina utilizado. Para isso, o tamanho médio de particula e o PDI de suspensdes de SiNPs
(250 pg.mL™) com 0,1; 1,0; 5% m/m de polimeros e BSA foram analisados por DLS ao longo
de 70 minutos (Figura 10).

Figura 10: Analise do tamanho médio € do indice de polidispersividade das SiNPs (250 ug.ml!) em tampéo
fosfato diluido (1 mmol.L!) ao longo de 70 min a. Sem adig&o de estabilizantes e. b. com adigdo de BSA; PF127;
PEG 1,5k; PEG 12k e PEG 35k nas concentragdes 0,1; 1,0 ¢ 5% m/m.
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Fonte: Autor

Na auséncia de polimeros na suspensio, as particulas tiveram tamanho médio de 135nm
e PDI de 0,08. Apds 10 minutos, o didmetro médio das particulas subiu para aproximadamente
145 nm e manteve-se constante até o fim das medidas, e o PDI também néo sofreu alteragdes
significativas ao longo do tempo (Figura 10a). Assim como na curva controle (sem aditivos),
todas as curvas apresentaram um pequeno aumento no tamanho médio das particulas apds 10

minutos de repouso, dessa forma, atribuiu-se que esse foi o tempo necessario para que o0s
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sistemas coloidais entrassem em equilibrio, ou seja, a camada i6nica ao redor das particulas
ficasse estavel.

Nas suspensdes contendo PEG (Figura 10b) o tamanho de particula aumentou junto com
a concentracdo de polimero, além disso, quanto maior o peso molecular do PEG mais
expressivo foi esse aumento. No entanto, o PDI néo sofreu altera¢des significativas. Por outro
lado, as suspensodes contendo PF127 e BSA tiveram aumento nos valores de PDI juntamente
com o aumento de suas concentragdes. A diferenga de valores mais expressiva foi para a
concentragdo de 5% de polimero ou proteina, e isso esta relacionado tanto a possivel adsor¢ao
dessas moléculas na superficie das nanoparticulas, como também ao aumento da concentracio
de micelas em suspensdo, no caso do PF127, e de moléculas de proteina nas suspensdes com
BSA (JACHIMSKA; WASILEWSKA; ADAMCZYK, 2008; BATRAKOVA; KABANOV,
2008;). A presen¢a desses componentes no meio também explica a diminui¢do do tamanho de
particula observado com o aumento das concentracdes de PF127 de 1% para 5% de polimero e
de a BSA de 0.1 % para 1,0% de proteina. (ZOOK et al., 2011).

As medidas de Potencial Zeta das suspensdes com diferentes razdes entre as
concentra¢des de nanoparticulas e estabilizantes (1:0,2, 1:0,5, 1:1, 1:2 e 1:5 m/m), mostraram
diminuicdo da carga superficial das particulas com a diminui¢do da razdo
nanomaterial:estabilizante (Figura 11). Esse fenomeno foi mais expressivo para as moléculas
com maior peso molecular, principalmente PF127, o qual quase neutralizou a superficie das
nanoparticulas. Esse resultado, em conjunto com os perfis de tamanho médio e PDI das
suspensdes com PF127, indicam a adsor¢@o desse polimero na superficie da particula. Apesar
de possuir carga global negativa, a proteina BSA pode interagir com as SiNPstambém negativas
através de aminoacidos positivos de sua cadeia polipeptidica (TREUEL et al., 2015), e por ser
uma molécula carregada, a carga superficial das nanoparticulas permanece bastante negativa.
Por outro lado, como os PEGs e o PF127 sdo moléculas neutras, o Potencial Zeta do material €
mais afetado com o aumento da concentracdo desses polimeros. Além disso, apesar de o PEG
ser conhecido como uma molécula nio-adsorvente, tanto os resultados de tamanho médio e

Potencial Zeta mostram que ha interacdo do polimero com a superficie das particulas.
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Figura 11: Medidas de Potencial Zeta de suspensdes de SiNPs (200 pg.ml') com Tamp#o Fosfato diluido (1
mmol.L") e diferentes razdes de concentragfo nanoparticula:estabilizante (1:0,2, 1:0,5, 1:1, 1:2 € 1:5 m/m).
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Diante disso, analisando-se em conjunto os efeitos que as macromoléculas testadas
tiveram sobre os coloides em PBS e as interagdes que essas possuem com a superficie das
particulas pode-se inferir sobre os principais fendmenos de estabilizacdo e/ou desestabilizagdo
coloidal que estdo ocorrendo nas dispersdes produzidas. Nesse contexto, os dados de DLS e
Potencial Zeta indicaram, em maior ou menor grau, adsor¢do de todas as macromoléculas
adicionadas no meio sobre a superficie das SiNPs. Porém, para todas as dispersdes contendo
PEG e para as baixas concentra¢des de PF127 (0,1 e 1%), a presenca de cadeias de polimero
nas superficies das nanoparticulas ndo foi suficiente para estabilizar as dispersdes. Esse
fendmeno pode estar relacionado ao surgimento de for¢as de deplegdo atrativas devido a
presenca de cadeias de PEG e micelas de Pluronic livres na solucdo.

No caso do PF127, essa hipotese ganha forca, ao observar-se que o aumento da
concentragdo de polimero (> 5%) significou a manuten¢do da estabilidade coloidal das
suspensoes de SiNPs com PF127, indicando o surgimento de forcas depletivas repulsivas no
sistema devido ao aumento da concentragdo de micelas de PF127 no meio, dessa forma,
aumento a barreira energética contra desestabilizacdo do coloide.

Para o PEG, o grau de desestabilizagdo das dispersdes diminuiu com o aumento da
concentracdo e do tamanho da cadeia do polimero, indicando uma possivel melhora da
estabilidade coloidal com o aumento da concentracdo de polimero no meio. Na literatura, ja foi

reportada a capacidade do PEG de promover a ocorréncia de for¢as de deplecdo, tanto atrativas
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como repulsivas, em sistemas coloidais. Nesse contexto, foi verificado que a concentragéo e o
tamanho das cadeias de PEG, e as caracteristicas do sistema coloidal estudado (ex. tipo e
estrutura do nanomaterial e for¢a idnica do meio) influenciam no grau e no tipo de forga
depletiva evidenciada. Por exemplo, Padovani ef al. (2015) mostraram que 5% de PEG com
cadeias de 35000 kDa promoveram a estabiliza¢do de nanoparticulas de 6xido de grafeno em
meio com 0,9% m/m de NaCl. No entanto, utilizando-se cadeias e/ou concentragdes menores
do polimero, a estabilidade ndo foi atingida. Além disso, Zhang et al. (2012) também
evidenciaram a dependéncia em relag@o ao peso molecular e a concentragdo das cadeias de PEG
no processo de estabilizag@o coloidal de nanoparticulas de ouro. Eles também observaram que
apenas cadeias de PEG partir de 20000 kDa em concentracdes acima de 2% foram capazes de
manter as suspensdes estaveis em meios com alta forga idnica.

As suspensdes contendo BSA, por outro lado, ndo apresentaram diferencas perceptiveis
na estabilidade coloidal das nanoparticulas em relacdo ao controle. Esse resultado era esperado,
pois além de adsorver na superficie das SiNPs, a BSA possui carga liquida negativa em pH 7,
fazendo com que o complexo nanoparticula — proteina seja carregado e estabilizado, em parte,

por repulsdes eletroestaticas e em parte por repulsdo estérica.

4.3 PROTEIN CORONA

A compreensio acerca das interagdes entre 0os nanomateriais € os componentes do sistema
bioldgicos ¢ fundamental quando se visa a aplicacdo biomédica desses materiais. Nesse
contexto, como normalmente o primeiro contato dos nanomateriais ¢ com o sangue, muitos
estudos de Protein Corona utilizam plasma sanguineo para avaliar a formagao dessa camada.

As caracteristicas quimicas e fisicas das superficies das nanoparticulas possuem
influéncia direta sobre a composi¢do da Protein Corona. Portanto, estratégias como,
funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas com polimeros ou adi¢do de macromoléculas
estabilizantes nas dispersdes, sdo capazes de interferir sobre os processos de adsor¢do proteica
nas superficies das nanoparticulas.

A influéncia do uso de polimeros covalentemente adsorvidos as nanoparticulas na
formagdo e composicio da HC ja € bastante estudado na literatura. Porém, pouco se sabe sobre
a influéncia de moléculas de polimeros ndo-ligadas a superficie, ou seja, que permanecem livres
na suspensdo ou apenas adsorvidos nos nanomateriais.(DAI; WALKEY; CHAN, 2014;
NATTE et al., 2013; MIRSHAFIEE et al., 2016). Nesse contexto, Winzen et al. (2016)

mostraram que pequenas concentragdes de surfactantes, muito utilizados para estabilizar
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suspensoes de nanoparticulas, afetam a afinidade que proteinas de plasma tém sobre a superficie
de nanomateriais e chama aten¢@o para a importancia de se avaliar o impacto que moléculas
adicionadas como estabilizantes em suspensdes de nanoparticulas possuem sobre as interagcdes
da nano-bio interface.

Diante disso, avaliou-se a influéncia que os polimeros utilizados para os estudos de
estabilidade coloidal de suspensdes de SiNPs possuem sobre a formagdo e composi¢do da HC
na superficie das nanoparticulas. O perfil da composi¢do protéica das coronas foi analisado
utilizando as imagens dos géis corados com corante Comassie Brilliant Blue em conjunto com
o algoritmo desenvolvido no Wolfram Mathematica para representacdo das bandas proteicas do
gel em graficos de picos de intensidade (Figura 12).

Figura 12: Analise por SDS-PAGE de proteinas da HC da superficie de SiNPs em suspensdo com os polimeros

(I) PEG, (I1) PF127 e proteina (IIT) BSA nas concentragdes de 0,0, 0,1, 1,0, 5.0 € 8.0% m/m em PBS 10mmol.L"!
apos incubacdo com plasma sanguineo humano 55%.
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Avaliando-se o perfil proteico das coronas, de maneira geral, as proteinas acima de
25kDa foram predominantes na superficie das nanoparticulas para todas as condi¢des testadas.
As amostras que continham os polimeros, PEG (1.5k, 12k e 35k) e PF127 apresentaram coronas
de perfil proteico similar ao do controle, o que pode ser verificado pelo perfil das curvas dos

graficos referentes aos géis (Figura 12 I e II). Para as concentragdes de 0.1 e 1% de PEG 1.5K
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ndo houve diferencas entre as proteinas adsorvidas em relagdo ao controle. Entretanto, para as
demais concentragdes e cadeias de PEG, como também para todas as concentragdes de PF127,
houve uma diminuic¢éo da acessibilidade de proteinas com peso molecular abaixo de 17 kDa a
superficie das particulas e as bandas que aparecem para o controle nessa faixa de tamanho, ndo
podem ser vistas para essas condi¢des. Por outro lado, as suspensdes contendo BSA,
apresentaram perfil proteico similar ao controle e as demais amostras apenas nas concentragdes
de 0.1 e 1%. Para as suspensdes com 5 ¢ 8% de BSA, pode ser observada a presenga de um
pico dividido na faixa de tamanho de 58 a 135 kDa, de proteina, devido a presenga de uma
banda proteica mais intensa, ausente nas demais amostras e no controle (Figura 12 III). Além
disso, para essas amostras também ocorreu uma diminui¢do do acesso de proteinas de baixo
peso a superficie das SiINPs assim como para as amostras contendo PEG e PF127.

No entanto, a sensibilidade de deteccdo proteica do método de coloragdo utilizando
Coomassie (30-100 ng de proteina) ndo tem precisdo para quantificar todas as proteinas na
composi¢do da Protein Corona. Por isso, as mesmas amostras reveladas com esse método,
foram novamente separadas por eletroforese e os géis foram revelados utilizando o método com
Nitrato de Prata cuja sensibilidade é de 1 ng de proteina por ponto proteico (Figura 13)
(PATTON, 2002).

A partir dos géis revelados pelo novo método, pode-se verificar a presenca das bandas
proteicas de baixo peso molecular, ndo detectadas pelo Coomassie, para as amostras com os
polimeros e a BSA. Portanto, a adicdo dessas macromoléculas no meio ndo resultou no
impedimento total do acesso dessas proteinas a superficie das particulas. Por outro lado, em
relacdo as proteinas de peso molecular superior a 58 kDa, por estarem em maior quantidade,
ndo foi possivel diferenciar as bandas proteicas presentes nessa faixa de tamanho entre as

amostras analisadas nesse experimento.
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Figura 13: Géis de SDS-PAGE de proteinas da HC da superficie de SiNPs em suspensdo com polimeros PEG,
PF127 e BSA nas concentragdes de 0,0, 0,1, 5.0 e 8.0% m/m em tamp#o fosfato 10 mmol.L-' incubada com PSH
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A Protein Corona ¢ dinamica e a composicao dela ao longo do tempo esté relacionada a

concentracdo relativa de cada molécula no meio, e principalmente ao grau de afinidade dessas

pela superficie dos materiais. Sendo assim, apds adicdo de plasma sanguineo sobre as

suspensdes de SiNPs com os diferentes estabilizantes, as moléculas de polimeros ou de BSA

adsorvidas na superficie das particulas ficam sujeitas a serem substituidas por proteinas que

possuem maior afinidade ao material. No entanto, a presenca de moléculas, proteinas ou

polimeros, ja adsorvidas na superficie das particulas,

também podem modular o acesso de

diferentes proteinas sobre os nanomateriais a partir de interagdes intermoleculares, por exemplo
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interagdes proteina-proteina, as quais podem favorecer ou prejudicar a adsor¢do de moléculas
especificas sobre as nanoparticulas. (MAHMOUDI et al., 2016; OGAWARA et al., 2004).

A BSA ¢ capaz de adsorver na superficies de nanoparticulas de silica e sofrer mudancgas
de conformagdo durante a adsor¢do (TURCI et al., 2010). Sendo assim as diferencas na
composi¢do da Protein Corona observadas para as suspensdes estabilizadas com BSA estdo
relacionadas com a estabilidade da adsor¢do dessa molécula a superficie das nanoparticulas, e
as possiveis intera¢des entre ela e proteinas especificas do plasma. A presenca de BSA sobre a
superficie de nanoparticulas pode, portanto, ter levado a adsor¢do de proteinas especificas
presentes no plasma sobre as nanoparticulas (Figura 13). No entanto, foi verificado que esse
efeito também ¢ dependente da concentragdo de BSA no meio, uma vez que, o perfil proteico
das coronas sobre as SiNPs das suspensdes com 0.1 e 1% de BSA foi similar ao perfil proteico
evidenciado para o controle e para as demais amostras.

Por outro lado, os resultados mostraram que a adsor¢do dos polimeros PEG e PF127 sobre
as SiNPs, evidenciada pelos estudos de estabilidade coloidal, ¢ de caracter reversivel e as
superficies das particulas permaneceram acessiveis as proteinas do plasma sanguineo. A
similaridade entre os perfis proteicos das HC das suspensdes contendo PEG e PF127, indica
que ambos interagiram com as superficies das SiNPs por mecanismos similares. Nesse
contexto, na literatura, estudos de adsor¢do de polimeros do tipo PEO-PPO-PEO, como o
PF127, mostram que essas moléculas adsorvem na superficie de particulas de silica pelas
cadeias hidrofilicas de PEO, comuns as do PEG (SARKAR et al., 2013).

Nesse contexto, uma das vantagens do mecanismo de estabilizagdo por deplecdo, discutida
na literatura, é que ele ndo requer a ligacdo dos polimeros as particulas para promover a
estabilidade das suspensdes, portanto, as superficies dos materiais permanecem acessiveis para
interagdo com outras moléculas do meio (KIM et al., 2015; ZHANG; SERVOS; LIU, 2012).
Sendo assim, para confirmar a acessibilidade das proteinas as superficies das SiNPs nas
condi¢des de concentragdo de polimero em que foram feitos os testes de estabilidade,
suspensdes de SiNPs (500 pg.mL™) com 5 e 8% de polimeros para o volume final do teste
(1mL) foram incubadas com PSH 20% e as proteinas adsorvidas foram extraidas e analisadas
por SDS-PAGE (Figura 14) . Os resultados mostraram que mesmo com maiores quantidades
de polimero em solugdo e sem o efeito da dilui¢do causada pela adi¢do de plasma as proteinas
ainda tiveram acessibilidade as superficies das SiNPs. Desse modo, os estudos de Profein
Corona ajudaram a compreender as intera¢des entre os polimeros PEG e PF127 e as SiNPs

como também os mecanismos de estabiliza¢do atuantes nesses sistemas coloidais.
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Figura 14: Protein Coronas de SiNPs incubadas com PSH 20% e polimeros nas concentragdes 5 e 8% m/m para
volume final de 1 mL.
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Diante de todos os resultados apresentados, vale ressaltar que o ensaio de Protein Corona
consiste em um teste in vifro. Portanto, as suspensdes foram mantidas em concentragdo e
volumes constantes, sem fluxo de moléculas, durante o periodo de incubagfo. Devido a
reversibilidade da adsor¢éo dos polimeros PEG e PF127 sobre as superficies das nanoparticulas,
o uso dessas suspensdes in vivo provavelmente (em hipdtese) resultaria na separagdo dos
polimeros do ambiente ao redor das particulas devido ao fluxo sanguineo e a maior dilui¢cdo dos
componentes da suspensdo. Portanto, os estudos de Protein Corona realizados in vitro foram
importantes para avaliar as interagdes entre as moléculas estabilizantes com a superficie das
nanoparticulas e o efeitos que essas possuem sobre a adsor¢do de proteinas durante a formagao

da Protein Corona. (HADJIDEMETRIOU; KOSTARELOS, 2017)
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5 CONCLUSAO

A elucidagdo dos mecanismos de estabilizag¢do exercidos por macromoléculas presentes
em um sistema coloidal ndo ¢ simples, pois normalmente diferentes mecanismos ocorrem
dentro do mesmo sistema, e distinguir a contribui¢do de cada um deles ¢ de dificil analise.
Entretanto, a combinag¢do de um conjunto de metodologias para avaliar as possiveis interagdes
entre as moléculas estabilizantes e as particulas suspensas, como também, o perfil coloidal das
suspensoes com diferentes formula¢des permitiu apontar os mecanismos de estabilizagdo mais
proeminentes nos sistemas coloidais estudados. Além disso, avaliando a influéncia dos
estabilizantes sobre a formagdo da Protein Corona ao redor das particulas, possibilitou ainda
mais a compreensio das intera¢des entre os polimeros ou a BSA e as SiNPs.

Diante disso, foi possivel verificar que os polimeros PEG e PF127 promoveram o
surgimento de forcas de deplecdo nas suspensdes de SiNPs. No entanto, apenas para as
concentragdes de 5 e 8% de PF127 essas forgas tiveram caracter repulsivo e mantiveram a
dispersdo das particulas, com pouca sedimentag@o, ao longo de 144 horas. Apesar de ocorrer
adsorc¢do dos polimeros na superficie das particulas, essas moléculas ndo impediram o acesso
das proteinas de plasma as nanoparticulas, mesmo quando em altas concentra¢cdes no meio.

A BSA adsorveu na superficie das particulas e manteve a estabilidade coloidal das
suspensdes por meio de mecanismos de estabilizacdo eletroestaticos. Na superficie das
particulas, essa proteina é capaz de favorecer a ligagdo de proteinas especificas do plasma a
Protein Corona. No entanto esse efeito ¢ dependente das concentracdes de BSA presentes na

amostra.
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