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RESUMO

Esta tese apresenta uma série de investigações e resultados na interface en-
tre ciência dos materiais, ciência da computação e biologia, em que, primei-
ramente, interações nanopartícula-célula foram estudadas utilizando simula-
ções de dinâmica molecular, buscando compreender aspectos fisico-químicos
da interface existente entre nanomateriais e células. A partir destes estudos,
logo ficou evidente que novos métodos para estudar estas interações, assim
como interações biomaterial-célula, seriam necessários. Neste sentido, uma
abordagem baseada em biologia de sistemas (CellNet) foi utilizada para elu-
cidar mudanças globais em programas de expressão de genes em células inte-
ragindo com nanopartículas ou cultivadas em culturas de células organóides.
Estes métodos foram primeiramente desenvolvidos e validados para área de
células-tronco, especificamente para experimentos de engenharia de identi-
dade celular, tais como reprogramação de células somáticas para um estado de
pluripotência induzida, diferenciação dirigida de células-tronco pluripotentes
para tipos de células específicos (cardiomiócitos) e conversão direta entre cé-
lulas somáticas (fibroblastos para cardiomiócitos). Aplicação de CellNet para
interações nanopartícula-célula indicou que mudanças transcricionais signifi-
cativas podem ocorrer, tal como quantificado pelo estabelecimento de redes
reguladoras de genes (GRN) em células do sistema imune incubadas com na-
nopartículas de ouro, funcionalizadas com oligonucleotídeos. Além disso,
respostas inflamatórias podem estar associadas a estas interações, uma vez
que genes regulando vias de sinalização mediadas por interferon são super
expressos. Análise de queratinócitos humanos em plataformas de cultura ce-
lular organóides mostrou o estabelecimento completo da GRN da pele e que
existem diferenças significativas no transcriptoma de células cultivadas em
plataformas bidimensionais e tridimensionais. Nanopartículas ativáveis por
processos de remodelagem da matriz extracelular foram desenvolvidas e ca-
racterizadas, onde se verificou que a ativação por proteases específicas tais
como MMP9/2 e uPA é possível, juntamente com a aparente inibição da ati-
vidade da enzima catepsina B, sugerindo uma abordagem terapêutica plau-
sível para tumores apresentando padrões de super expressão de MMP9/2 e
catepsina B. Os resultados deste trabalho contribuem para o entendimento
de interações nanomaterial/biomaterial-célula e o projeto de nanopartículas
terapêuticas, assim como melhor entendimento sobre os três principais para-
digmas de engenharia celular atualmente amplamente utilizados.

Palavras-chave: Dinâmica molecular. Biologia computacional. Nanomate-
riais. Biomateriais. Câncer. Células-tronco.





ABSTRACT

This thesis presents investigations and results at the interface between mate-
rials science, computer science and biology where nanoparticle-cell interac-
tions were studied using molecular dynamics simulations, aiming at unders-
tanding physical-chemical aspects of the interface existing between nanoma-
terials and cells. From these studies was evident that new methods to study
such interactions as well as biomaterial-cell interactions would be required.
Thus, an approach based on systems biology (CellNet) was used to elucidate
global changes in gene expression programs in cells interacting with nano-
particles or cultured in organoid cell cultures. Firstly, these methods were
developed and validated for stem cells, especifically to the engineering of
cell identity such as reprogramming of somatic cells to pluripotency, direc-
ted differentiation of stem cells to specific lineages (such cardiomyocytes)
and direct conversion between somatic cells (fibroblastos to cardiomyocytes).
CellNet application to nanoparticle-cell interactions showed that significant
transcriptional changes may occur as quantified by the establishment of Gene
Regulatory Networks (GRNs) in immune system cells incubated with gold
nanoparticles functionalized with oligonucleotides. In addition, inflamma-
tory responses might be associated as suggested by the upregulation of genes
regulating interferon-mediated signaling pathways. Analysis of human kera-
tinocytes in organoid cell culture indicated the full establishment of the skin
GRN and that there are major differences between cells cultured in bidimen-
sional and tridimensional platforms at the transcriptome level. Nanoparticles
activated by extracellular matrix remodelling processes were developed and
characterized, where it was demonstrated that activation by specific proteases
such as MMP9 and MMP2 is possible as well as an unclear effect on the inhi-
bition of Cathepsin B by nanoparticles, suggesting a therapeutic strategy for
cancers showing upregulation of MMP9, MMP2 and cathepsin B. The results
presented contribute to a better understanding of nanoparticle/biomaterial-
cell interactions, the design of therapeutic nanomaterials as well as a better
understanding regarding the three major cell engineering paradigms widely
used.

Keywords: Molecular Dynamics. Computational Biology. Nanomaterials.
Biomaterials. Cancer. Stem cells.
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

A interface entre ciência dos materiais e biologia tem sido objeto de
intensa investigação devido às promessas e possibilidades de desenvolver tra-
tamentos mais eficientes para uma ampla variedade de doenças devastadoras.
Formulações baseadas em nanopartículas podem ser utilizadas para distribui-
ção de fármacos e formulações de vacinas, ou como biomateriais, promo-
vendo regeneração tecidual. Como estes materiais interagem com células,
interações material-célula têm sido investigadas utilizando uma série de mé-
todos, tanto experimentais como técnicas computacionais. Frequentemente,
estes estudos concentram-se em interações biofísicoquímicas que ocorrem na
interface material-célula, amplamente referida como a interface Nano-Bio,
inicialmente estudada neste trabalho utilizando simulações de dinâmica mo-
lecular. Embora interessante, isto imediatamente levou a novas questões, que
não poderiam ser abordadas utilizando química computacional.

Em paralelo, estudos relacionados à síntese de nanopartículas, assim
como o desenvolvimento de uma série de algoritmos de biologia computaci-
onal foram desenvolvidos, de modo a possibilitar o projeto racional de nano-
materiais/biomateriais e analisar mudanças globais em programas de expres-
são de genes em células expostas a esses nanomateriais/biomateriais. A estra-
tégia utilizada para investigar a biologia do câncer e interações material-célula
nesta tese consistiu-se primeiramente no desenvolvimento de uma plataforma
computacional, baseada em biologia de redes, para investigações em células-
tronco, reprogramação de células somáticas para células-tronco pluripotentes
(iPSCs) , conversão entre células somáticas (por exemplo, fibroblastos para
cardiomiócitos) e diferenciação (por exemplo, células-tronco para neurônios).
A plataforma recebeu o nome de CellNet.

O software resultante, embora inicialmente aplicado para estudar
células-tronco e engenharia celular, tem sido utilizado para estudar interações
entre nanopartículas e células tais como macrófagos, células B e células T
assim como o efeito de culturas de células
biomiméticas no comportamento celular, quando dados de expressão de genes
associados à condição de interesse estiverem disponíveis. Uma das princi-
pais motivações que levaram a abrangência de disciplinas relacionadas nesta
tese foi que uma contribuição real deveria surgir da observação sob um novo
ponto de vista da área de ciência dos materiais em medicina. Muitos traba-
lhos relatam o desenvolvimento de nanopartículas e biomateriais, e estudam
em conjunto com células, mas poucos ou mesmo nenhum trabalho procura
obter um "snapshot"global sobre o estado celular nas condições experimen-
tais de interesse. Nesta tese, acredita-se que os primeiros passos em direção a
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isto tenham sido realizados. A descrição acima remete as seguintes hipóteses:

1. Simulações de dinâmica molecular fornecem explicações plausíveis
para possíveis vias fagocíticas ou citotoxidade induzida por nanopar-
tículas.

2. Interações nanopartícula-célula induzem mudanças em programas de
expressão de genes mas não alteram identidade celular significativa-
mente.

3. Condições microambientais influenciam a identidade celular.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar interações nanopartícula-célula, biomaterial-célula assim como
desenvolver nanopartículas para o tratamento de câncer e algoritmos de
biologia computacional para áreas de câncer e células-tronco.

1.1.2 Objetivos Específicos

1. Investigar interações físico-químicas entre nanopartículas e células uti-
lizando simulações de dinâmica molecular.

2. Desenvolver uma plataforma computacional baseada em biologia de
redes (CellNet) para avaliar o estabelcimento de redes reguladoras de
genes em populações de células derivadas e priorizar reguladores trans-
cricionais para otimizar os protocolos de engenharia celular.

3. Aplicar a plataforma CellNet para determinar quais genes associados a
remodelagem da matriz extracelular são desregulados em câncer e com
base nestes genes, projetar nanomateriais que se acumulam preferenci-
almente no microambente tumoral.

4. Aplicar a plataforma CellNet para investigar a extensão na qual inte-
rações entre nanopartículas e células do sistema imunológico afetam o
estabelecimento de redes reguladoras de genes e processos biológicos
relevantes, como inflamação.
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5. Aplicar a plataforma CellNet para elucidar como condições de cultura
celular biomiméticas tendem a representar mais adequadamente pro-
gramas de expressão de genes de queratinócitos, tal como quantificado
pelo estabelecimento de redes reguladoras de genes e a ativação de vias
de sinalização apropriadas para o desenvolvimento da pele humana.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

O diagnóstico e tratamento de câncer baseado em nanotecnologia têm
apresentado resultados promissores na área de medicina (PEER et al., 2007).
Nanoestruturas multifuncionais(CHEN et al., 2010b) ou nanosistemas coo-
perativos (MALTZAHN et al., 2011), interagindo com células, vias de sina-
lização ou processos biológicos em geral, criam novas possibilidades para a
pesquisa básica e o entendimento de questões complexas associadas à pro-
gressão tumoral e metástase (SCHROEDER et al., 2012). No entanto, para o
sucesso deste paradigma emergente, uma compreensão ampla sobre o com-
portamento de nanomateriais in vitro e in vivo é necessária. Nanopartículas
em meio biológico experimentam interações complexas (NEL et al., 2009),
comprometem a integridade de membranas celulares (TONG et al., 2007),
alteram a expressão de genes (BALASUBRAMANIAN et al., 2010) e são
eliminadas do organismo por meio de diferentes mecanismos. Não obstante,
estes nanomateriais ainda precisam ser capazes de distinguir células tumorais
daquelas saudáveis ("tumor targeting") ou detectar células cancerosas em cir-
culação, além de desempenhar sua função terapêutica tal como distribuir fár-
macos (SHI et al., 2010), terapia de genes (HARRIS et al., 2010) ou mesmo,
em sistemas de terapias combinadas (CAO; LANGER, 2010).

A despeito dos muitos esforços aplicados nestas abordagens terapêu-
ticas, a maioria das investigações atuais em nanoterapêuticos são realiza-
das principalmente em modelos de culturas de células bidimensionais (2D)
ou modelos animais (PETROS; DESIMONE, 2010; CHO; ZHANG; XIA,
2011). No entanto, em um organismo vivo, o microambiente celular é ine-
rentemente tridimensional (3D) (BISSELL; RADISKY, 2001). Neste am-
biente 3D, a Matriz Extracelular (ECM) , é crucial para o desenvolvimento
e comportamentos celulares tais como crescimento, proliferação, migração,
mantendo seu metabolismo normal (HUTMACHER et al., 2010; HUTMA-
CHER, 2010). O genótipo e fenótipo das células são altamente dependentes
de interações complexas existentes, não somente com as células adjacentes,
mas também com sua ECM. Portanto, culturas de células 2D não reprodu-
zem apropriadamente interações célula-célula e célula-ECM, modificando a
organização estrutural, expressão de genes, proliferação e migração celular
(TIBBITT; ANSETH, 2009). Assim, recapitular o microambiente 3D é cru-
cial para investigar a biologia do câncer, prospecção de fármacos, toxicologia
(FISCHBACH et al., 2007) e engenharia de tecidos (TIBBITT; ANSETH,
2009).

Entretanto, uma lacuna existente tanto no desenvolvimento de nano-
partículas quanto no desenvolvimento de biomateriais para engenharia de te-
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cidos e modelos in vitro de doenças é a carência de abordagens sistemáticas
para analisar globalmente o comportamento celular nestes diversos contextos
experimentais. Neste sentido, as próximas seções deste capítulo procuram
revisar sucintamente estudos na área de interações nanopartícula-célula e bi-
omateriais como plataformas de cultura celular (assunto dos Capítulos 3 e
5), biologia computacional (assunto dos capítulos 4, 5 e 6) e nanopartículas
terapêuticas (assunto do capítulo 6).

2.0.3 Interações nanopartícula-célula

Nanopartículas in vivo enfrentam diversas barreiras biológicas
destacando-se especialmente a membrana celular. Uma compreensão mais
ampla sobre as interações biofisicoquímicas (NEL et al., 2009) existentes
entre nanomateriais e membranas celulares pode ter implicações importan-
tes para o imageamento, fototerapia e distribuição de fármacos ou genes
(VERMA et al., 2008; VERMA; STELLACCI, 2010). Diversos estudos
mostram que a química de superfície significantemente afeta as interações
nanopartícula-célula. Chitharani e colegas (CHITHRANI; GHAZANI; CHAN,
2006) investigaram o efeito do tamanho e forma de nanopartículas de ouro na
absorção por células. A cinética e concentração de saturação foram depen-
dentes do tamanho e o estudo delineou implicações para o design de nano-
materiais para aplicações biomédicas. Comparado a nanopartículas esféricas,
a internalização de nanopartículas cilíndricas é menor. Em uma outra inves-
tigação o mecanismo de absorção celular e eliminação de nanopartículas de
ouro recobertas com transferrina foi estudado considerando diferentes tama-
nhos e formas. A via de endocitose mediada por clatrina mostrou-se ser o
mecanismo predominante de internalização destes nanomateriais.

Por outro lado, nanopartículas de ouro e prata recobertas com anti-
corpos podem regular a internalização mediada por receptores de membrana
(JIANG et al., 2008). O estudo demonstrou que a ativação de receptores de
membrana foi dependente do tamanho das nanopartículas. Todas as nanopar-
tículas com um tamanho entre 2 e 100 nm alteraram processos de sinalização
essenciais para a manutenção de funções celulares, com nanopartículas de 40
e 50 nm apresentando os efeitos mais evidentes. Estes resultados indicaram
que nanopartículas não podem ser vistas como simples veículos de transporte
de terapêuticos e sim como compontentes intrinsicamente ativos em proces-
sos biológicos (JIANG et al., 2008; YI et al., 2010).

Buscando obter um critério de design para interações nanomaterial-
célula, diversas simulações baseadas em dinâmica molecular têm sido reali-
zadas (LIN et al., 2010, 2011; LI; CHEN; GU, 2008; LEE; LARSON, 2006;
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LIN et al., 2010; YAN; YU, 2009; DING; TIAN; MA, 2012). Vacha et al.
(VÁCHA; MARTINEZ-VERACOECHEA; FRENKEL, 2011) reportaram si-
mulações de dinâmica molecular coarse-grained (CGMD) sobre a endocitose
de nanopartículas com diferentes tamanhos, formas, recobrimentos e afini-
dade de ligação a membrana. Nestas simulações, partículas esféricas maiores
experimentam endocitose mais facilmente do que aquelas menores e esfero-
cilindróides foram mais efetivos em sua habilidade de translocação através da
membrana, quando comparados com partículas esféricas de diâmetros equi-
valentes. Simulações também foram realizadas por Yang e Ma para com-
preender como nanopartículas de diferentes formas interagem com membra-
nas celulares. Os resultados indicam que anisotropia de forma e orientação
inicial da nanopartícula significativamente afetam interações nanopartícula-
membrana e o volume da nanopartícula apresenta um efeito indireto (YANG;
MA, 2010). Com relação à química de superfície, o Capítulo 3 apresenta
detalhes do estudo (ROCHA; CARAMORI; RAMBO, 2013).

2.0.4 Biomateriais como plataformas de cultura celular

Um modelo 3D de câncer oral humano foi desenvolvido utilizando
scaffolds de PLG altamente porosos (FISCHBACH et al., 2007) em que o po-
tencial maligno das células tumorais foi avaliado como uma função do con-
texto tecidual 3D e hipóxia central. Nesta plataforma de cultura de células 3D,
os relacionamentos entre fatores angiogênicos VEGF, bFGF e IL-8 foram si-
milares ao de tumores xenoenxertos in vivo mas distintos daqueles obtidos em
culturas de células 2D. Para avaliar a importância destas descobertas in vitro
para a formação e malignidade tumoral, células tumorais previamente cultiva-
das em culturas 2D e em scaffolds de PLG foram implantadas em ratos SCID.
Tumores maiores cresceram utilizando-se células cultivadas em scaffolds de
PLG 3D, em comparação aqueles cultivados em sistemas 2D convencionais.
Importantemente, a capacidade invasiva foi intensificada nos sistemas 3D e
as células tumorais foram menos sensíveis a fármacos citotóxicas (FISCH-
BACH et al., 2007).

Hidrogéis de alginato também têm sido aplicados para estudar cân-
cer em três dimensões (FISCHBACH et al., 2009). Neste estudo, peptídeos
RGD foram incorporados nos hidrogéis e recriaram algumas características
do microambiente tumoral tal como arquitetura 3D e propriedades de adesão
celular. Maior secreção de IL-8 mostrou-se dependente da ligação de integri-
nas com o peppídeo de adesão RGD. Os autores observaram que a secreção de
VEGF não foi afetada em cultura 3D e in vivo, na presença ou ausência de li-
gação a integrinas, mas aumentou em culturas 2D. Além disso, estas ECMs de
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alginato permitem investigações relacionadas a vascularização tumoral como
uma função da rigidez (stiffness) da matriz e densidade de peptídeos RGD
enquanto mantém constante as propriedades fisicoquímicas.

Culturas 3D biomiméticas reproduzem mais adequadamente as carac-
terísticas de tumores pré-vascularizados, tais como capacidade proliferativa
não inibida e regiões de hipóxia envolvendo um centro necrótico (SZOT et
al., 2011). Comparada com o crescimento tumoral em culturas 2D, a taxa de
proliferação em 3D é mais lenta e fisiologicamente relevante (HUTMACHER
et al., 2010). Hidrogéis de colágeno tipo I foram utilizados para desenvolver
um modelo de câncer de mama 3D, cultivando-se células MDA-MDB-231
nestes hidrogéis. Interações célula-célula e célula-matriz presentes durante a
progressão tumoral in vivo foram recriadas e a proliferação celular foi obser-
vada. Células tumorais apresentaram potencial angiogênico com regulação
positiva de VEGF e uma análise da expressão de genes demonstrou um au-
mento significativo de HIF-1α e VEGF-A por células cultivadas no hidrogel
de colágeno, comparada com culturas em monocamada.

2.0.5 Nanopartículas terapêuticas

Nanomateriais estão sendo crescentemente investigados para aplica-
ções biomédicas, especialmente no diagnóstico e tratamento de câncer (SHU-
BAYEV; II; JIN, 2009; DAVIS; CHEN; SHIN, 2008; FERRARI, 2005) e en-
genharia tecidual (ZHANG; WEBSTER, 2009). Diversas partículas em na-
noescala estão sendo desenvolvidas para aplicações médicas com diferentes
composições tais como metálicas (DAVIS; CHEN; SHIN, 2008; KENNEDY
et al., 2011), poliméricas (ZHOU et al., 2012) ou cerâmicas(ZHANG et al.,
2011; HANLEY et al., 2008). As partículas também podem apresentar dife-
rentes morfologias como nanoesferas (DAVIS; CHEN; SHIN, 2008), nanotu-
bos (POLAND et al., 2008), nanofios (HONG et al., 2011), nanocubos (SUN;
XIA, 2002) e nanocages (YAVUZ et al., 2009). Suas superfícies podem ser
funcionalizadas com biomoléculas como anticorpos (QIAN et al., 2008), pep-
tídeos (PARK et al., 2009), oligonucleotídeos (JEWELL et al., 2011) ou po-
límeros como PEG ou pNIPAAm.

Nanopartículas são frequentemente projetadas como carregadores de
fármacos de baixo peso molecular ou biomoléculas (proteínas e siRNA) (WHI-
TEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009) ou são utilizadas como transdu-
tores fototérmicos (CHEN et al., 2010). As vantagens de utilizar nanopar-
tículas como uma abordagem terapêutica incluem longos tempos de circu-
lação (MALTZAHN et al., 2009), habilidade para encapsular fármacos ou
conjugá-las em suas superfícies (PARK et al., 2009), ativar a liberação das
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fármacos remotamente (TIMKO; DVIR; KOHANE, 2010; DERFUS et al.,
2007) ou a possibilidade de ativá-las por sinais endógenos como pH ou de-
gradação enzimática (HARRIS et al., 2010). Direcionar nanopartículas para
os tumores explorando o efeito EPR ou domínios de alta afinidade para re-
ceptores localizados na vasculatura tumoral, ECM ou na superfície celular
podem potencialmente reduzir efeitos colaterais sistêmicos (SCHROEDER
et al., 2012). Além disso, hipertermia é uma outra modalidade de tratamento
que pode ser utilizada cooperativamente com quimioterapia onde nanomate-
riais têm sido investigados como transdutores térmicos (CHEN et al., 2010;
LOO et al., 2005; LAL; CLARE; HALAS, 2008) que convertem um estímulo
externo, como radiação no infra-vermelho próximo ou um campo magnético,
em calor, localmente elevando a temperatura do microambiente tumoral e in-
duzindo morte celular (ROCHA; PORTO; RAMBO, 2014).

2.0.6 Biologia computacional

Biologia de sistemas é uma campo de pesquisa que busca um entendi-
mento compreensivo e unificado da célula integrando métodos experimentais
e computacionais para responder algumas questões básicas como: quais são
as propriedades e estruturas básicas das redes biológicas subjacentes ao com-
portamento celular? Progressos em projetos relacionados a sequênciamento
de genomas, e a grande quantidade de dados provenientes de microarrays
de DNA, proteomas, metabolomas e outros têm levado a necessidade de es-
tratégias computacionais inovadoras para extrair informações biologicamente
relevantes destes conjuntos de dados.

Existem diversas ferramentas e algoritmos de biologia computacio-
nal atualmente disponíveis tais como HotNet (VANDIN et al., 2011), um
algoritmo para encontrar sub-redes significantemente alteradas em grandes
redes de interação de genes, ResponseNet (YEGER-LOTEM et al., 2009),
que procura identificar proteínas em redes de interação proteína-proteína e
proteína-DNA que não foram detectadas em screenings genéticos e análise
de transcriptoma, PrincePlugin (GOTTLIEB et al., 2011), que prioriza ge-
nes associados a doenças em rede de interação, TopHat (TRAPNELL; PA-
CHTER; SALZBERG, 2009) para análise de dados de sequênciamento de
RNA (RNA-seq), e CellNet. CellNet, é uma plataforma de biologia de redes
projetada inicialmente para análises de células-tronco e reprogramação celu-
lar cujos detalhes serão apresentados no Capítulo 4 desta tese, uma vez que
constitui uma parte importante desta pesquisa.

Neste sentido, conforme se tornará explícito ao longo desta tese, diver-
sas abordagens, tanto experimentais, quanto computacionais foram utilizadas
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durante esta pesquisa. A Figura 1 ilustra as áreas gerais envolvidas no pre-
sente trabalho, integrando biologia de sistemas e ciência da computação para
abordar questões em biomateriais, nanomateriais, câncer e células-tronco.

Figura 1: As principais contribuições desta tese abrangem as áreas de ciência
dos materiais, ciência da computação e biologia computacional.
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3 QUÍMICA DE SUPERFÍCIE INFLUENCIA A
TRANSLOCAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS ATRAVÉS DE
BICAMADAS LIPÍDICAS

Figura 2: Artigo de capa da revista PCCP (ROCHA; CARAMORI; RAMBO,
2013).

ISSN 1463-9076

Physical Chemistry Chemical Physics

www.rsc.org/pccp Volume 15 | Number 7 | 21 February 2013 | Pages 2233–2604

1463-9076(2013)15:7;1-F

PAPER
da Rocha et al.
Nanoparticle translocation through a lipid bilayer tuned by 
surface chemistry



36

Nanomateriais são plataformas promissoras para aplicações terapêuti-
cas (PEER et al., 2007). Suas propriedades multifuncionais tais como encap-
sulamento de fármacos, targeting tumoral e terapia fototérmica podem ser ex-
ploradas para a entrega de fármacos e genes no tratamento de câncer (MALT-
ZAHN et al., 2011) e medicina regenerativa (DVIR et al., 2011b, 2011a). No
entanto, uma melhor compreensão das interações entre nanomateriais e sis-
temas biológicos (em particular, membranas celulares) é necessária para efe-
tivamente utilizar nanotecnologia em aplicações biomédicas (VERMA et al.,
2008). Diversas investigações teóricas e experimentais indicam que as pro-
priedades físico-químicas de nanopartículas definem perfis de biodistribuição
(HARRIS et al., 2010), internalização celular e toxicidade induzida por es-
tes materiais em nanoescala (VERMA et al., 2008; VERMA; STELLACCI,
2010).

Nanopartículas têm que superar inúmeras barreiras biológicas para
acumularem-se nos tumores e efetuarem suas funções terapêuticas (PETROS;
DESIMONE, 2010; DAVIS; CHEN; SHIN, 2008). Interações em nanoes-
cala são particularmente interessantes desde que aspectos físico-químicos de
nanopartículas afetam suas interações com células in vitro e in vivo. Estas
interações podem ser investigadas utilizando simulações de dinâmica mole-
cular coarse-grained (CGMD), como indicado em diversos estudos recentes
(LI; GU, 2010; YAN; YU, 2009). Por exemplo, utilizando abordagens ex-
perimentais e simulações computacionais foi demonstrado que o principal
mecanismo de internalização de nanomateriais unidimensionais é mediado
pelas extremidades de materiais como nanotubos ou nanofios, visto que o
tempo necessário para o envolvimento da nanoestrutura completa seria maior
do que envolver a "ponta"da nanoestrutura e então internalizá-la por meio de
processos dependentes de energia (SHI et al., 2011). Investigações recen-
tes utilizando o campo de força MARTINI para criar modelos de bicamadas
lipídicas e estudar o efeito de variar as propriedades das nanopartículas em
aspectos estruturais das membranas como por exemplo, a formação de na-
noporos de superfície, que facilitam a internalização destes nanomateriais,
têm sido reportadas (RAMALHO; GKEKA; SARKISOV, 2011; LIN et al.,
2010, 2011). Como exemplos de nanomateriais investigados utilizando esta
abordagem pode-se citar dendrímeros, fulerenos, nanotubos de carbono e na-
nopartículas de ouro (LEE et al., 2009; AINALEM et al., 2010; BEDROV
et al., 2008; WALLACE; SANSOM, 2008; LIN et al., 2010; CHAN; KRAL,
2011; LAI et al., 2012; WANG; LU; LAAKSONEN, 2012).

Métodos de modelagem molecular têm se mostrado uma ferramenta
importante não somente para o projeto de nanopartículas mas também para
descrever interações dinâmicas que ocorrem na interface entre nanomateriais
e sistemas biológicos (YANG; MA, 2010; LEE; LARSON, 2006; LEE et al.,
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2009; WONG-EKKABUT et al., 2008; NEL et al., 2009) fornecendo resulta-
dos qualitativos consistentes com resultados experimentais (SHI et al., 2011;
CHO et al., 2009; VERMA et al., 2008; VERMA; STELLACCI, 2010). É
altamente desejável criar ferramentas preditivas para estudar os efeitos das
interações de nanopartículas com células, antes da realização de experimen-
tos. Embora a maioria das investigações atuais tenham concentrado-se no
efeito do tamanho e morfologia destes materiais na internalização celular, so-
mente alguns estudos têm investigado o efeito da química de superfície nas
interações entre nanopartículas e bicamadas lipídicas.

Endocitose mediada por receptor pode ser favorecida utilizando ligan-
tes apropriados na superfície das nanopartículas. Além disso, processos de
internalização passiva podem ser promovidos utilizando um projeto adequado
de química de superfícies. Uma vez que as membranas celulares de células
tumorais possuem uma carga líquida negativa, nanopartículas catiônicas são
capazes de penetrar membranas celulares mais eficientemente do que nano-
partículas aniônicas. Além disso, funcionalização com peptídeos de penetra-
ção celular (CPP) e ligantes sintéticos inspirados em CPP efetivamente pene-
tram membranas celulares (VERMA; STELLACCI, 2010). Neste capítulo,
foi sistematicamente investigado o efeito da densidade de carga de superfície
e o comprimento de ligantes de superfície na internalização celular de nano-
partículas de ouro.

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Coarse-Graining da Nanopartícula e da Membrana

Simulações de dinâmica molecular atomísticas foram executadas para
construir uma monocamada auto-organizada de ligantes alquil-tiól na super-
fície de uma nanopartícula de ouro com diâmetro de 2.2 nm. Para este fim,
foi utilizado o software Packmol para recobrir a superfície de uma nanopar-
tícula com 100 moléculas alquil-tiól (MARTÍNEZ et al., 2009) e o software
LAMMPS R© foi utilizado para minimizar energia e equilibrar esta estrutura
em resolução atômica (PLIMPTON, 1995).

As nanopartículas de ouro foram equilibradas em temperatura am-
biente utilizando um potencial de muitos-corpos chamado embedded-atom
method (EAM) (DAW; BASKES, 1984) e diversos campos de força combina-
dos foram utilizados para formar uma monocamada auto-organizada na super-
fície da nanopartícula. Um potencial "united-atom" foi utilizado para descre-
ver as interações intra- e inter-moleculares dos segmentos alquil, um poten-
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cial de Morse para descrever interações ouro-tiól e um potencial de Lennard-
Jones para interações tiól-tiól e tiól-alquil, buscando representar apropria-
damente as interações entre os componentes de superfície da nanopartícula.
Um procedimento de aquecimento cíclico foi executado para formar a ca-
mada auto-organizada na superfície da nanopartícula de ouro. Após simula-
ções atomísticas, um nanocluster de ouro passivado com uma monocamada
auto-organizada foi obtido. Cargas foram adicionadas aos sítios terminais dos
ligantes e aleatoriamente distribuídas na superície da nanopartícula.

O campo de força para simulações biomoleculares MARTINI foi utili-
zado para "coarse-graining" dos modelos atomísticos
(MARRINK; VRIES; MARK, 2003; MARRINK et al., 2007). Este campo
de força foi extensivamente validado para simular auto-organização de sis-
temas lipídicos incluindo vesículas (MARRINK; MARK, 2003b, 2003a), li-
posomos (LOUHIVUORI et al., 2010) e bicamadas lipídicas (MARRINK;
VRIES; MARK, 2003; MARRINK et al., 2007). Neste campo de força, a
cada quatro átomos "pesados" em molécula (átomos que não são hidrogênio)
um mapeamento para uma "bolha" efetiva é realizado (4 átomos passam a
ser representados por um "átomo"), reduzindo o tempo computacional. Di-
ferentes tipos de interação são representados por quatro tipos diferentes de
"bolhas": polar (P), apolar (C), não-polar(N) e carregada (Q). Diversos sub-
tipos são definidos dentro de cada tipo principal para descrever mais apropri-
adamente a natureza dos átomos representados como, por exemplo, a capaci-
dade de estabelecer ligações de hidrogênio ou diferentes níveis de polaridade
(MARRINK et al., 2007).

Considerando estes tipos de "bolhas"e a natureza química subjascente
das nanopartículas aqui em consideração, o "coarse-graining" destas estrutu-
ras foi realizado por meio de mapeamentos 1:1 para átomos de enxofre e ouro,
que foram rigidamente fixados no modelo "coarse-grained". Para as cadeias
alquil, uma mapeamento 4:1 foi realizado e sítios de interação C1 do campo
de força MARTINI foram atribuídos. Estas "bolhas" coarse-grained foram
conectadas por ligações harmônicas e restringidas por ângulos harmônicos,
como definido no campo de força MARTINI.

Dois modelos de biomembranas foram desenvolvidos. O primeiro é
caracterizado por uma carga total neutra e é composto por lipídeos dipal-
mitoylphosphatidylcholine (DPPC). O software Packmol foi utilizado para
construir as bicamadas lipídicas a partir de um único lipídeo DPPC coarse-
grained. A segunda bicamada lipídica é uma mistura de lipídeos DPPC e
dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG). Ambos os modelos coarse-grained
de lipídeos possuem 12 "bolhas" mas DPPG possui um grupo glicerol ao in-
véz de grupo cloro(choline), que confere uma carga total negativa ao lipídeo.
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A bicamada negativa foi construída a partir da bicamada neutra substituíndo
aleatoriamente lipídeos DPPC por DPPG em uma razão de 3:1. Os parâme-
tros para estes lipídeos são aqueles descritos no campo de força MARTINI.
O efeito do comprimento do ligante também foi explorado utilizando simula-
ções de dinâmica molecular "coarse-grained". Três ligantes foram considera-
dos: 1-octanotiól, 1-dodecanotiól e 1-hexadecanotiól.

Cada bicamada lipídica foi inserida em uma caixa de simulação cúbica
com dimensões de 20×20×20 nm e imersa em água. As bicamadas lipídicas
são compostas por 1200 lipídeos e "bolhas"de água foram adicionadas para
preencher a caixa de simulação. Primeiramente, o sistema água-bicamada
foi equilibrado utilizando o "isothermal-isobaric ensemble (NPT ensemble)".
Após equilíbrio, a nanopartícula funcionalizada com ligantes foi posicionada
5 nm acima do centro da bicamada, cuidadosamente assegurando que não
existe contato entre a nanopartícula e a membrana e que a nanopartícula in-
teira encontra-se dentro da caixa de simulação. Então, íons Na+ e Cl− foram
adicionados para neutralizar o sistema e condições de contorno periódicas fo-
ram aplicadas. As simulações foram executadas utilizando passos de integra-
ção de 20 fs. Temperatura foi configurada para 305 K utilizando o termostato
de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984). O cuttoff para interações Cou-
lombianas de curto-alcance e interações de van der Waals foi de 1.2 nm. O
método "mesh Ewald summation (PME)" (ESSMANN et al., 1995) foi utili-
zado para descrever interações Coulombianas de longo-alcance. Simulações
"coarse-grained" foram realizadas utilizando o software GROMACS, versão
4.5.3 (SPOEL et al., 2005). Todas as simulações foram executadas pelo me-
nos duas vezes para assegurar reprodutibilidade dos resultados.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Figura 3 mostra snapshots de simulações para seis diferentes con-
figurações dos sistemas nanopartícula-membrana após simulações de 50 ns.
Estes sistemas são constituídos por duas bicamadas lipídicas (DPPC e
DPPC/DPPG) e três diferentes tipos de nanopartículas (catiônica, aniônica
e neutra). Considerando estes snapshots de simulação, interações favoráveis
evidentes entre nanopartículas e a membrana são observadas nos casos (a), (b)
e (f), em que a nanopartícula adsorveu na superfície da membrana após 50 ns
de simulação. Sistemas (b) e (f) são consistentes com simulações dendrímero-
membrana (LEE; LARSON, 2006). No entanto, devido a interações eletros-
táticas entre a nanopartícula catiônica e a biomembrana aniônica, o snapshot
no caso (a) exibe uma tendência para envolver a nanopartícula.
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Figura 3: Snapshots das interações de nanopartículas de ouro com diferentes
químicas de superfície e dois tipos de bicamadas lipídicas. Bicamadas lipídi-
cas nas figuras (a), (c) e (e) são aniônicas (lipídeos DPPC/DPPG) e estão inte-
ragindo com nanopartículas catiônicas, hidrofóbicas e aniônicas, respectiva-
mente. Nas figuras (b), (d) e (f), estas nanopartículas estão interagindo com a
bicamada lipídica neutra (DPPC). Cores: headgroups dos lipídeos DPPC são
mostrados em azul com as "caudas"vspace1mm mostradas em verde. Para os
lipídeos DPPG, tanto dos headgroups quanto as "caudas" estão em branco.
Átomos de ouro na nanopartícula são mostrados em amarelo e ligantes em
vermelho. Íons NA+ and CL- estão em ochre e amarelo, respectivamente.
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Nos casos (c), (d) e (e), interações nanopartícula-membrana não são
espontaneamente favorecidas, possivelmente devido às interações eletrostá-
ticas existentes entre ambos os componentes aniônicos. No entanto, in vi-
tro ou in vivo, nanopartículas aniônicas são capazes de penetrar membranas
celulares, porém menos eficientemente quando comparadas a nanopartícu-
las catiônicas. Como esperado, nanopartículas catiônicas interagem prefe-
rencialmente com biomembranas aniônicas, e como a membrana celular de
células tumorais tende a ser levemente negativa (LIN et al., 2010), esta ca-
racterística de superfície aumenta a eficiência de internalização. No entanto,
não foi observado translocação completa da nanopartícula através da bica-
mada lipídica durante os tempos de simulação utilizados neste trabalho. Tais
fenômenos têm sido obervados somente com níveis ainda maiores de "coarse-
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graining"dos modelos atomísticos subjacentes (YANG; MA, 2010; VÁCHA;
MARTINEZ-VERACOECHEA; FRENKEL, 2011).

A despeito da complexidade de membranas celulares biológicas com
relação à heterogeneidade de lipídeos, alta densidade de proteínas de mem-
brana e processos altamente dinâmicos ocorrendo no microambiente celular,
as tendências apresentadas são consistentes com resultados experimentais e
computacionais anteriores (CHO et al., 2009; HARUSH-FRENKEL et al.,
2007; HONG et al., 2004; LIN et al., 2010, 2011). Além disso, sugere-se
que esta interface em nanoescala pode ser qualitativamente investigada uti-
lizando técnicas de modelagem molecular, especialmente utilizando simula-
ções multi-escala. Com base na discussão acima, foi observado que nanopar-
tículas catiônicas favoravelmente adsorvem em membranas celulares. Por-
tanto, resolveu-se investigar o efeito da densidade de carga na superfície da
nanopartícula em suas interações com biomembranas aniônicas.

3.2.1 Efeito da densidade de carga de superfície

O efeito da densidade de carga de superfície nas interações
nanopartícula-membrana foi investigado construindo seis sistemas consis-
tindo de uma nanopartícula com recobrimentos catiônicos de 0, 20, 40, 60,
80 e 100% interagindo com uma bicamada lipídica de carga líquida negativa.
Os resultados sugerem diferentes mecanismos de interação. A Figura 4 mos-
tra snapshots das simulações após 100 ns. Interessantemente, densidades de
carga de 20% favoreceram a translocação da nanopartícula pela parte superior
da membrana. A nanopartícula então permaneceu estável dentro da região hi-
drofóbica da bicamada lipídica durante o restante da simulação. Em acordo
com simulações anteriores utilizando dendrímeros interagindo com biomem-
branas, um nanoporo foi formado, sugerindo a ruptura das partes superior e
inferior da membrana (LEE; LARSON, 2006; YAN; YU, 2009). As simu-
lações aqui apresentadas também estão de acordo com simulações realizadas
por Ainalem e colegas (AINALEM et al., 2010), em que dendrímeros foram
capazes de penetrar na região hidrofóbica da membrana, adotando uma con-
figuração transmembrana, com átomos carregados interagindo com os grupos
terminais dos lipídeos e o núcleo do dendrímero permanecendo estável na
região hidrofóbica.

Analisando as trajetórias de simulação para nanopartículas com 20,
40, 60 e 80% de carga, foi observada uma relação entre densidade de carga e
interações com contra-íons que, provavelmente explica os resultados de simu-
lação. Para 20% de carga, no início das simulações, somente alguns poucos
contra-íons interagiram com os grupos terminais catiônicos da nanopartícula.
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À medida que a simulação procede, terminais catiônicos da nanopartícula co-
meçam a interagir com grupos fosfato no lado oposto da membrana. Quando
isto acontece, a nanopartícula penetra na bicamada lipídica e permanece no
interior hidrofóbico da membrana. Portanto, interações entre terminais catiô-
nicos da nanopartícula e grupos terminais carregados dos lipídeos juntamente
com a natureza hidrofóbica do núcleo da nanopartícula criam uma configura-
ção estável no interior hidrofóbico da membrana que dificulta a translocação
completa através da bicamada. Para 40, 60 e 80% de carga, mais contra-íons
interagindo com a nanopartícula foram observados durante toda a simulação,
que evitaram interações mais fortes com grupos fosfato em ambos os lados
da membrana, criando uma barreira para a translocação. No entato, é im-
portante notar que tais densidades de carga não foram suficientes para induzir
reorganizações estruturais significativas da membrana, que são evidentes para
nanopartículas contendo 100% de seus ligantes positivamente carregados.

Além disso, foi previamente demonstrado que nanopartículas Janus
apresentam dois modos distintos de interação associados a sua natureza hi-
drofóbica/hidrofílica, em que nanopartículas são capazes de penetrar ou se-
rem envolvidas pela bicamada lipídica (DING; MA, 2012a). Quando baixas
densidades de carga são utilizadas, a propriedade hidrofóbica das nanopartí-
culas é mais proeminente do que a densidade de carga. Neste caso, a carga
é suficiente para mediar a atração da nanopartícula para a membrana e in-
terações hidrofóbicas e eletrostáticas tendem a induzir a nanopartícula ou a
penetrar a membrana ou adsorver sobre ela. Entretanto, à medida em que a
densidade de carga aumenta, a nanopartícula exibe uma natureza mais hidro-
fílica e interações com grupos fosfato negativos da bicamada fazem com a
nanopartícula repouse sobre a bicamada e um processo de envolvimento da
nanopartícula se inicia, semelhante ao observado para nanopartículas Janus
(DING; MA, 2012a).

A despeito das propriedades de transporte seletivas de
(macro)moléculas apresentadas por membranas celulares, em que moléculas
pequenas tais como O2 e CO2 são capazes de difundir passivamente para o
interior das células, membranas celulares utilizam diversos mecanismos para
transportar íons importantes e proteínas em nanoescala por meio de proteí-
nas de transporte especializadas. Nanomateriais podem ser projetados para
atravessar passivamente estas barreiras celulares (VERMA et al., 2008) com
a formação de poros transientes sendo um mecanismo plausível explicando,
ao menos parcialmente, estes fenômenos. Evidências de estudos utilizando
CPPs (HERCE; GARCIA, 2007) assim como estudos utilizando dendríme-
ros fornecem suporte a esse mecanismo (LEE; LARSON, 2006; LEE et al.,
2009; AINALEM et al., 2010).

Aumentando a densidade de carga para 40%, a nanopartícula induziu
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pouca desordem em sua vizinhança local, enquanto que nanopartículas com
densidades de carga de 60 e 80% exibiram um comportamento levemente
diferente, passando a ser envolvidas pela membrana. Este processo é evi-
dente para 100% de carga, onde mudanças globais na dinâmica da membrana
ocorrem, com a membrana reduzindo sua área superficial para acomodar a
nanopartícula. Por meio deste processo, a integridade estrutural da mem-
brana é preservada e a nanopartícula não é capaz de translocar para a região
hidrofóbica.

Figura 4: Interações de nanopartículas de ouro com diferentes recobrimentos
de superfície catiônicos e bicamadas lipídicas negativas. (a), (b), (c), (d)
e (e) mostram visualizações da seção cruzada dos sistemas nanopartícula-
membrana com densidades de carga de 20, 40, 60, 80 e 100%. (f), (g), (h), (i)
e (j) mostram visões do topo destes sistemas.

a b c d e
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Propriedades estruturais destes sistemas foram calculadas e são apre-
sentadas na Figura 5. Nanopartículas com 20, 40 e 60% de carga induziram
maior desordem na bicamada conforme indicado na Figura 5(a). Interessan-
temente, as simulações revelaram que a nanopartícula com 20% de carga pe-
netrou mais efetivamente a bicamada lipídica e induziu maior nível de desor-
dem. Simulações com 15 e 25% de carga apresentaram resultados similares,
gerando um nanoporo na superfície da membrana (Figura 4(a) e (f)). Além
disso, simulações utilizando uma membrana de 40×40 nm também foram
executadas e os resultados foram similares. No entato, embora as simulações
contendo nanopartículas com 40 e 60% de carga induzam reorganização de
lipídeos quando a nanopartícula adsorve sobre a membrana, a extensão da
desordem induzida ocorre somente na parte superior das membranas.

À medida que a densidade de carga aumenta, as áreas defeituosas são
reduzidas uma vez que a nanopartícula adsorve na superfície da membrana.
No entanto, ao invés de translocação, o comportamento observado foi o en-
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Figura 5: Propriedades estruturais das membranas como uma função da den-
sidade de carga. (a) Áreas defeituosas induzidas pela nanopartícula com di-
ferentes densidades de carga de superfície, (b) "Encolhimento" da membrana
durante os processos adsorção e rompimento/empacotamento, (c) o erro mé-
dio quadrático entre a membrana equilibrada e a membrana interagindo com
a nanopartícula. (d) Reorganização de lipídeos como medido por parâmetros
de ordem médio.
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volvimento da nanopartícula pela membrana, como evidenciado pelo "enco-
lhimento"da membrana, Figura 5(b) e a redução de defeitos na superfície da
mesma, evitando translocação passiva. Quando 100% de carga foi utilizado,
a membrana exibiu uma redução de aproximadamente 14% de sua área ori-
ginal. Esta tendência para envolver a nanopartícula tem sido observada em
outras simulações utilizando dinâmica dissipativa de partículas (DPD) (VÁ-
CHA; MARTINEZ-VERACOECHEA; FRENKEL, 2011). Foi então calcu-
lado o erro quadrático médio (RMSD) (Figura 5(c)) onde é possível constatar
que a nanopartícula funcionalizada com 20% de carga induz os desvios estru-
turais mais significativos.
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Parâmetros de ordem foram também determinados para analisar o efeito
da densidade de carga nas propriedades estruturais da membrana, como mos-
tra a Figura 5(d). Parâmetros de ordem variam entre 1 (orientação perfeita
com relação a normal da bicamada) e -0,5 (anti-alinhamento) ou 0 para orien-
tação aleatória. Comparando os parâmetros de ordem para as densidades de
carga 0 e 20%, nós observamos um pequeno aumento nos parâmetros de or-
dem. Provavelmente, isto acontence devido a reorganização de lipídeos indu-
zida pela formação de nanoporos na superfície das membranas. Os nanoporos
formados ocupam uma área de 12,40 nm2 na superfície da membrana e em-
bora desordem local seja induzida os demais lipídeos na bicamada poderiam
estar formando uma fase mais ordenada.

Neste contexto, os parâmetros de ordem estão relacionados com o en-
volvimento da nanopartícula, uma vez que são calculados com base na normal
da bicamada. À medida que a carga de superfície aumenta, a área de super-
fície da membrana é reduzida, como observado na Figura 4(e),(j) e na Figura
5(b). Portanto, a redução dos parâmetros de ordem é consistente com o "en-
colhimento" da membrana e a tendência para envolver a nanopartícula, como
evidenciado para densidades de carga iguais a 100%. Portanto, os parâmetros
de ordem nesta análise referem-se a curvaturas de membrana e não à desor-
dem induzida. O inset na Figura 5(d) mostra os parâmetros de ordem para as
ligações C1-C2 na molécula lipídica, dando ênfase à tendência de envolver a
partícula.

Funções de distribuição radial (RDF) de lipídeos DPPC, DPPG e água
em torno da nanopartícula são apresentadas na Figura 6(a) e (b). Para 20%
de carga, Figura 6(a), o comportamento de lipídeos DPPC e DPPG em torno
da nanopartícula é similar. No entanto, lipídeos DPPG estão mais próximos
da superfície da nanopartícula, devido a interações eletrostáticas favoráveis.
O pico em 0,25 nm é observado mais claramente para lipídeos DPPG, enfa-
tizando a importância da complementariedade de carga para estas interações.
No entanto, devido a formação de um nanoporo na superfície da membrana,
ambos os lipídeos estão em torno da nanopartícula.

Figura 6(b) mostra a RDF para a nanopartícula com 100% de carga.
A intensidade do pico para lipídeos DPPG próximo a 0,25nm é consideravel-
mente maior do que para lipídeos DPPC e muito mais lipídeos DPPG estão
em torno da nanopartícula. Em ambos os casos, 20 e 100% de carga, estas
curvas RDF mostram que os ligantes catiônicos das nanopartículas interagem
mais fortemente com lipídeos que possuem uma carga total negativa, em-
bora estas interações também ocorram para os grupos negativos dos lipídeos
DPPC. Estes resultados sugerem que interações eletrostáticas são importantes
para a translocação ou envolvimento de nanopartículas por bicamadas lipídi-
cas e podem induzir a formação de poros ou levar a processos semelhantes
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Figura 6: Funções de distribuição radial entre lipídeos DPPC, DPPG, água e
a nanopartícula de ouro. (a) apresenta RDFs para nanopartículas com 20% de
carga. (b) RDFs para nanopartículas com 100% de carga.
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aos estágios iniciais da endocitose. De fato, simular endocitose em nível
molecular está muito além de qualquer abordagem de simulação molecular
atualmente disponível.

3.2.2 Efeito do tamanho do ligante

O efeito do comprimento do ligante também foi explorado utilizando
simulações de dinâmica molecular "coarse-grained". Três ligantes foram con-
siderados: 1-octanotiól, 1-dodecanotiól e 1-hexadecanotiól. Simulações des-
tes sistemas com densidades de carga de 20 e 100% foram executadas e os
resultados sugerem uma relação interessante entre densidade de carga e o
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comprimento dos ligantes. A Figura 7 (a)-(f) mostra snapshots destes siste-
mas após simulações de 100ns.

Figura 7: Efeito do comprimento do ligante e carga de superfície em intera-
ções nanopartícula-célula. (a), (b) e (c) apresentam nanopartículas com 20%
de carga e ligantes 1-octanotiól, 1-dodecanotiól e 1-hexadecanotiól, respec-
tivamente. (d), (e) e (f) mostram nanopartículas com 100% de carga e os
mesmos ligantes previamente citados. (g), (h) e (i) mostram funções de dis-
tribuição radial entre os terminais catiônicos da nanopartícula e grupos nega-
tivamente carregados da membrana. Insets mostram RDFs para os terminais
catiônicos da nanopartícula e grupos positivamente carregados da membrana.
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O comportamento de nanopartículas funcionalizadas com 1-octanotiól
com 20 e 100% de carga foi descrito nas seções anteriores. No entanto, para
nanopartículas funcionalizadas com 1-dodecanotiól ou 1-hexadecanotiól com
uma densidade de carga de 20% é distinto, Figura 7(b) e (c), comparado com
a Figura 7(a). Na Figura 7(g), foram calculadas RDFs para os ligantes (1-
octanotiól) da nanopartícula e grupos fosfato da biomembrana para as densi-
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dades de carga de 20 e 100%. Comparando as intensidades relativas dos picos
próximos a 0,25 nm é possível constatar que interações eletrostáticas mais
fortes existem para a nanopartícula com 100% de carga do que para 20%,
como esperado. Entretanto, devido à translocação da nanopartícula para o in-
terior hidrofóbico da membrana, um pico é observado em ambos os casos. Os
insets mostram RDFs para os ligantes catiônicos das nanopartículas e os gru-
pos "choline"positivos da bicamada. As intensidades relativas sugerem que
os grupos fosfato (negativos) da membrana interagem mais fortemente com
os ligantes catiônicos na superfície da nanopartícula do que com os grupos
"choline"(positivos), sugerindo que interações eletrostáticas são importantes
na determinação dos mecanismos de interação de membranas celulares com
nanopartículas. Comportamentos similares forão observados nas Figuras 7(h)
e (i).

Embora grupos fosfato da membrana apresentem interações similares
para nanopartículas com 20 e 100% de carga, um comportamento ligeira-
mente diferente foi observado na interação entre os terminais catiônicos da
nanopartícula e os contra-íons Cl− adicionados para conferir eletroneutrali-
dade aos sistemas. Analisando as funções RDFs na Figura 8 é possível obser-
var que o comprimento do ligante possui um papel importante em determinar
as interações com contra-íons quando densidades de carga de 20% são utili-
zadas, em que a intensidade do pico é significativamente mais baixa do que a
RDF para nanopartículas com 100% de carga(Figura 8(a)).

A translocação favorável observada para nanopartículas funcionaliza-
das com 1-octanotiól e 20% de carga pode estar relacionada a interações ele-
trostáticas fracas existentes entre os terminais catiônicos da nanopartícula e os
contra-íons, enquanto mantendo interações significativas com grupos fosfato
negativamente carregados da bicamada lipídica Figura 7(g). Nanopartículas
funcionalizadas com 1-dodecanotiól e 1-hexadecanotiól não exibem uma ten-
dência para penetrar a membrana, possivelmente devido a interações signifi-
cativas com contra-íons, conforme evidenciado na Figura 8(b) e (c), demons-
trando interações fracas com grupos fosfato, Figura 7(h) e (i). No entanto,
100% de carga induz interações eletrostáticas mais fortes levando à redução
da área de superfície da membrana, restauração da espessura da membrana e
envolvimento da nanopartícula. Isto é observado para todos os sistemas com
100% de carga porém não tão evidentemente para o ligante 1-hexadecanotiól.

Nanopartículas funcionalizadas com ligantes maiores exibem um raio
efetivo maior, que promove interações mais fortes com contra-íons em solu-
ção e a redução da força de interação com a bicamada lipídica, quando densi-
dades de carga baixas são utilizadas. Embora previamente demonstrado que
ligantes maiores são mais efetivamente envolvidos por uma bicamada lipídica
utilizando simulações de DPD (DING; MA, 2012b), as simulações realizadas
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Figura 8: Funções de distribuição radial para os terminais catiônicos e contra-
íos CL- utilizando os ligantes (a) 1-octanotiól, (b) 1-dodecanotiól e (c) 1-
hexadecanotiól.
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nesta tese demonstram que isto somente ocorre quando densidades de carga
maiores são utilizadas, onde interações nanopartícula-membrana são, de fato,
mais fortes. Quando baixas densidades de carga são utilizadas, ligantes mai-
ores não favorecem nem translocação nem envolvimento da nanopartícula.
Portanto, um raio efetivo maior não é condição suficiente para induzir o en-
volvimento da nanopartícula, como concluído em estudos anteriores (DING;
MA, 2012b). Assim, em partículas com um raio efetivo maior, é mais prová-
vel que um número maior de contra-íons irá interagir com os ligantes, criando
um efeito de "escudo"(shielding) eletrostático, impedindo a penetração da na-
nopartícula. Avaliando as trajetórias de simulação, foi observado que contra-
íons exibem interações mais fracas com nanopartículas funcionalizadas com
ligantes menores, comparado a nanopartículas com ligantes maiores antes da
adsorção e translocação. Estas interações fracas permanecem após a trans-
locação da nanopartícula para ligantes menores e se tornam mais evidentes
para ligantes maiores após adsorção, induzindo o envolvimento da nanopartí-
cula. Juntos, estes resultados sugerem não somente um mecanismo plausível
no qual tanto densidade de carga quanto o comprimento do ligante afetam
interações nanopartícula-membrana, mas também como isto afeta a dinâmica
e estrutura da membrana.

3.3 MODELANDO INTERAÇÕES NANOPARTÍCULA-CÉLULA

O interesse desta pesquisa foi investigar como a química de superfícies
poderia influenciar a internalização de nanopartículas pelas células. Simula-
ções utilizando nanopartículas com baixas densidades de carga apresentam
tendências de interação consistentes com simulações utilizando dendrímeros
(LEE; LARSON, 2006), onde um nanoporo foi formado na membrana. Es-
tes resultados sugerem uma estratégia para "escapar" de vias endocitóticas,
favorecendo a translocação passiva através da bicamada lipídica e induzindo
rupturas na membrana, que talvez não comprometam viabilidade celular. Na-
nopartículas que penetram membranas celulares frequentemente são "apri-
sionadas"em lisossomos e estes materiais precisam de um mecanismo para
promover escape lisossomal, que é crucial para aplicações de entrega de fár-
macos e genes.

Nanopartículas com baixas densidades de carga apresentam toxicidade
reduzida e ligação não-específica ocorre em menor extensão do que projetos
de química de superfície baseados em densidades de carga mais altas. Em
aplicações biomédicas, o balanço entre eficiência de internalização e toxici-
dade precisa ser considerado. Portanto, nanopartículas com baixas densida-
des de carga poderiam satisfazer estes requerimentos. No entato, as simula-
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ções aqui apresentadas sugerem que ligantes com diferentes comprimentos
afetam significativamente a translocação de nanopartículas. Embora nano-
partículas funcionalizadas com 1-octanotiól e 20% de carga são capazes de
penetrar a membrana, para a mesma densidade de carga, 1-dodecanotiól e 1-
hexadecanotiól não apresentam tal comportamento. Portanto, nanopartículas
funcionalizadas com 1-octanotiól e baixas densidades de carga favoreceriam
a translocação passiva através de membranas celulares evitando a necessidade
de projetar mecanismos de escape lisossomal.

Por outro lado, densidades de carga intermediárias não apresentaram
comportamentos de adsorção diferentes. A tendência observada indica que
densidades de carga maiores tendem a induzir o envolvimento da nanopartí-
cula. Este comportamento é consistente com simulações de DPD (VÁCHA;
MARTINEZ-VERACOECHEA; FRENKEL, 2011) e apresenta semelhanças
com os processos iniciais de endocitose, embora receptores de membrana não
tenham sido utilizados nas simulações. Para 100% de carga todos os ligan-
tes considerados envolveram a nanopartícula embora este efeito tenha sido
menos significativo para 1-hexadecanotiól.

Com base nos resultados apresentados, nanopartículas com altas den-
sidades de carga podem ser internalizadas por células utilizando vias endo-
citóticas mais prontamente do que nanopartículas com baixas densidades de
carga. Embora outros estudos sugiram que nanopartículas com altas densi-
dade de carga tendem a alterar a integridade da membrana mais significativa-
mente, quando concentrações mais baixas de nanopartículas são utilizadas, o
envolvimento da nanopartícula pode ser favorecido e rupturas em domínios
da membrana podem ser reduzidas. Assim, embora nestes casos a ligação
não-específica de proteínas possa ser significativa, um projeto adequado de
química de superfícies poderia superar este problema e expor cargas positi-
vas somente na interface célula tumoral-nanopartícula (POON et al., 2011).
Internalização seria então favorecida, reduzindo a ligação não-específica e a
toxicidade sistêmica.

A complexidade de sistemas in vivo utilizados para avaliar terapias ba-
seadas em nanomateriais está motivando convergência entre diversas áreas de
pesquisa. Utilizando simulações moleculares, um entendimento mais com-
pleto das interfaces nano-bio está emergindo e princípios de projeto estão co-
meçando a ser delineados. Devido às múltiplas escalas espaço-temporais, de
aspectos moleculares à sistêmicos, uma abordagem multi-escala é necessária
para buscar uma melhor compreensão do comportamento de nanomateriais
em sistemas biológicos. Combinando simulações com pesquisa experimental
pode levar a novos "insights"em nanobiotecnologia.
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4 DESCRIÇÃO DA PLATAFORMA CELLNET

Figura 9: Artigo de capa da revista Cell.



54

Neste capítulo serão apresentados partes dos resultados do artigo pu-
blicado na revista Cell (CAHAN et al., ):

Cahan, Patrick.* ; Li, Hu* ; Morris, Samantha* ; Rocha, Edroaldo
Lummertz da ; Daley, G. Q. ; Collins, J. J. . CellNet: Network Biology
Applied to Stem Cell Engineering. *Estes autores contribuíram igualmente.
Cell (Cambridge), v. 158, p. 903-915, 2014.

4.1 INTRODUÇÃO

Transições entre tipos celulares são fundamentais durante o desenvol-
vimento embrionário, fisiologia e patologia. Direcionar transições de estado
in vitro é uma preocupação atual na área de biologia de células-tronco umas
vez que as células derivadas podem ser utilizadas para investigar tipos ce-
lulares inacessíveis durante o desenvolvimento embrionário e doenças, para
screening de fármacos e terapias celulares regenerativas. Transições de es-
tado celular têm sido alcançadas in vitro e in vivo por meio da expressão
forçada de fatores de transcrição. Por exemplo, células somáticas tais como
fibroblastos (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), queratinócitos (AASEN
et al., 2008), células do sangue periférico (LOH et al., 2010; STAERK et al.,
2010) e progenitores neurais (KIM et al., 2009) têm sido reprogramadas para
células-tronco pluripotentes. Fibroblastos têm sido convertidos em células se-
melhantes à mioblastos (DAVIS; WEINTRAUB; LASSAR, 1987), neurônios
motores (VIERBUCHEN et al., 2010), cardiomiócitos (IEDA et al., 2010),
hepatócitos (HUANG et al., 2011; SEKIYA; SUZUKI, 2011) e progenito-
res sanguíneos (SZABO et al., 2010). Células B têm sido convertidas em
macrófagos (XIE et al., ) e células do pâncreas têm sido convertidas in vivo
em células produtoras de insulina (ZHOU et al., 2008). Além disso, células-
tronco pluripotentes podem ser diferenciadas para linhagens específicas por
meio de uma combinação de condições de crescimento e expressão ectópica
de genes (MURRY; KELLER, 2008).

A prática de engenharia celular tem levantado questões importantes
sobre o relacionamento das células derivadas com suas correspondentes in
vivo. Por exemplo, qual a extensão das similaridades moleculares e funcio-
nais existentes entre a população de células derivadas e a população celular
ou tecido alvo de interesse? Enquanto complementação funcional via trans-
plantação em animais tem sido utilizada para avaliar a habilidade das células
derivadas para mimetizar a fisiologia de suas correspondentes in vivo, tais
experimentos são tecnicamente desafiadores, carecem de rigor quantitativo e
fornecem "insights" limitados ao determinar a função de tecidos humanos em
hospedeiros animais. A similaridade molecular das populações derivadas é
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tipicamente avaliada por PCR semi-quantitativo, perfilagem de expressão de
genes baseada em microarrays ou sequenciamento de RNA seguido por aná-
lise de clusterização. No entanto, tais análises globais não fornecem nem me-
canismos intuitivos e quantitativos para determinar as deficiências das células
derivadas nem um método sistemático para priorizar intervenções visando
melhorar a qualidade das populações celulares derivadas.

Nesta parte do trabalho, uma plataforma computacional baseada em
biologia de redes foi desenvolvida (CellNet) que avalia a fidelidade de con-
versões de destino celular e gera hipóteses específicas buscando gerar po-
pulações de células derivadas de alta qualidade. A construção e aplicação
desta plataforma para diferentes tipos de células e tecidos humanos e de ca-
mundongo é descrita em (CAHAN et al., ; MORRIS et al., ) assim como
a sua utilização para avaliar os resultados de 56 artigos publicados na área
de reprogramação de células somáticas para células-tronco de pluripotência
induzida (iPSC), diferenciação dirigida e conversão direta entre células somá-
ticas. Com base nestas análises, foi possível constatar quantitativamente que
reprogramação é a estratégia mais eficiente comparada a outras abordagens
de conversões de destino celular. Realmente, CellNet confirma que iPSCs
são virtualmente indistinguíveis de células-tronco embrionárias (ESC) em
termos do estabelecimento de redes reguladoras de genes (GRNs) . Também
foi demonstrado que neurônios e cardiomiócitos derivados por diferenciação
dirigida de células-tronco pluripotentes estabelecem mais completamente as
respectivas GRNs de células e tecido-específicas do que neurônios e cardio-
miócitos diretamente convertidos a partir de fibroblastos. A Figura 10 ilustra
a GRN em escala genômica reconstruída para células humanas enfatizando
sub-redes célula- e tecido específicas.

A análise de cardiomiócitos convertidos a partir de fibroblastos car-
díacos in situ demonstra que o microambiente in vivo fornece sinais sele-
tivos/indutivos que levam a um estabelecimento mais completo das GRNs
governando a "identidade" do tecido do coração. Também foi demonstrado
que GRNs da população de células inicial são detectáveis nas populações de
células derivadas e purificadas em ambos os experimentos de diferenciação
dirigida e conversão direta, e também que o estabelecimento de GRNs inde-
sejadas é comum em virtualmente todos os paradigmas de engenharia celular.
Portanto, CellNet fornece uma plataforma para avaliar e otimizar esforços em
engenharia celular. Neste capítulo, a construção e validação desta plataforma
é descrita de forma sucinta e a aplicação para cardiomiócitos derivados in situ
a partir de fibroblastos cardíacos destaca a importância do microambiente te-
cidual em recapitular programas de expressão de genes in vivo. Estas análises
foram escolhidas para este capítulo, uma vez que possibilitam estabelecer al-
gumas analogias com o desenvolvimento de biomateriais como plataformas
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Figura 10: Rede reguladora de genes reconstruída a partir de dados de ex-
pressão de genes provenientes de 16 tipos de células e tecidos humanos.

de cultura celular.

4.2 CONSTRUÇÃO E VALIDAÇÃO DA PLATAFORMA CELLNET

CellNet é baseado na descoberta de redes reguladoras de genes (GRNs),
que governam os programas de expressão de genes de um tipo particular de
célula, assim como sua resposta transcricional ao ambiente, doenças e en-
velhecimento. Desta forma, GRNs atuam como os principais determinan-
tes moleculares da identidade celular (DAVIDSON; ERWIN, 2006). Assim,
quantificar o estabelecimento de GRNs célula- e tecido-específicas (C/T) nas
populações derivadas poderia servir tanto como uma métrica robusta de iden-
tidade celular quanto uma ferramenta para identificar componentes regula-
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Figura 11: Construção e validação da plataforma CellNet. (A) CellNet foi
projetado para analisar perfis de expressão de genes de células modificadas
por reprogramação para a pluripotência, por conversão direta entre células
somáticas ou por diferenciação dirigida de células-tronco com pluripotência
induzida. Basicamente, CellNet é capaz de classificar amostras de entrada
em tipos de células e tecidos pré-estabelecidos, quantificar a extensão na qual
GRNs célula e tecido-específicas são estabelecidas nas amostras de entrada e
atribuir escores para reguladores transcricionais de acordo com a probabili-
dade de que modificar sua expressão resultará em um melhor estabelecimento
da GRN de interesse. (B) CellNet é baseado em GRNs célula- e tecido especí-
ficas reconstruídas a partir de dados de expressão de diversas células e tecidos
e sujeitas à uma variedade de perturbações. (C) Utilizando um perfil de ex-
pressão de genes para quantificar o status ou estabelecimento de GRNs.(D)
Combinando expressão de genes com GRNs para priorizar reguladores trans-
cricionais e aperfeiçoar a qualidade das populações de células derivadas.
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dores aberrantemente expressos. CellNet foi projetado para avaliar perfis de
expressão de genes quantificando a extensão na qual GRNs C/T são estabele-
cidas, classificar as amostras de entrada por sua similaridade com a população
de células de interesse e priorizar reguladores transcricionais de acordo com
sua probabilidade de melhorar a população celular derivada, Figura 11(A).

Um pipeline foi elaborado para reconstruir GRNs utilizando 3,419
perfis de expressão de genes publicamente disponíveis de diversos tipos de
células e tecidos incluindo células-tronco embrionárias(ESC), ovário, testí-
culos, neurônios, glia, pele, coração, músculo esquelético, fibroblastos, adi-
pose branca, rins, células endoteliais, células-tronco e progenitoras hemato-
poiéticas, células B e T, macrófagos, pulmão, fígado, pâncreas, intestino del-
gado e cólon, Figura 11(B). As plataformas de microarray Affymetrix 430.2
e HG133.2 foram utilizadas para reconstruir GRNs de camundongo e huma-
nas, respectivamente, porque estas plataformas contém o maior número de
células e tecidos perfilados assim como um número significativo de perturba-
ções de rede. Um censo da base de dados Gene Expression Omnibus (GEO)
foi realizado para determinar o número de microarrays que perfilaram tipos
de células e tecidos bem anotados, encontrando 20 tipos de células e tecidos
de camundongo que foram representados por pelo menos 100 perfis de ex-
pressão de genes e 16 tipos de células e tecidos humanos representados por
pelo menos 60 perfis de expressão de genes, já que a performance das GRNs
reconstruídas com poucos perfis de expressão é substancialmente reduzida.

Para reconstruir GRNs, um número equivalente de perfis de cada nú-
mero de acesso GEO e cada C/T foram aleatoriamente selecionados, assegu-
rando que cada C/T foi representada por um mínimo de 10 condições distin-
tas, que atuam como perturbações, que possibilitam a reconstrução de GRNs.
Após integrar estas amostras em um único conjunto de dados, GRNs foram
reconstruídas utilizando uma versão modificada do algoritmo Context Like-
lihood of Relatedness (CLR) (FAITH et al., 2007), que essencialmente utiliza
uma medida de correlação para inferir relacionamentos de regulação entre re-
guladores transcricionais e os genes alvo. Então, componentes destas GRNs
que são célula- e tecido-específicos foram determinados. Redes complexas
são constituídas por comunidades ou sub-redes nas quais vértices (por exem-
plo, genes) são mais fortemente conectados um ao outro do que com vértices
em outras sub-redes. Aplicando o algoritmo de detecção de comunidades In-
foMap, 1,787 e 2,315 sub-redes foram encontradas nas GRNs de camundongo
e humanas, respectivamente. Então, utilizando análise de enriquecimento de
grupos de genes (gene set enrichment analysis), 94 e 76 sub-redes célula- e
tecido-específicas foram encontradas nas GRNs de camundongo e humanas,
Figura 11(B) e Figura 10, para uma representação da GRN de células huma-
nas, com sub-redes C/T específicas representadas com diferentes cores.
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Para identificar quais sub-redes falham em ser estabelecidas ou são
aberrantemente estabelecidas nas células derivadas, uma métrica para deter-
minar o status do estabelecimento de GRNs dado um perfil de expressão de
genes foi desenvolvida, Figura 11(C). Esta métrica é definida como a proxi-
midade da expressão de cada gene em uma GRN com o seu valor esperado
ponderada pela importância de cada gene para a rede e para os classifica-
dores C/T específicos associados. Então, para priorizar reguladores trans-
cricionais para otimização de engenharia celular, um Escore de Influência
de Rede (EIR) foi desenvolvido, o qual integra o nível de expressão do
regulador na C/T alvo, a extensão da desregulação do regulador e seus al-
vos preditos na amostra em análise, assim como o número de alvos pre-
ditos Figura 11(D). CellNet é publicamente disponível com uma aplicação
web (http://cellnet.hms.harvard.edu) onde visitantes podem fazer o download
do software para executarem localmente em seus computadores ou fazer o
upload de seus dados de expressão para serem processados nos servidores da
Universidade de Harvard. A aplicação web permite aos usuários pesquisar
por alvos preditos de fatores de transcrição e encontrar reguladores preditos
de genes específicos.

4.3 AVALIAÇÃO DE EFEITOS DE CULTURA CELULAR UTILIZANDO
CELLNET

Nesta seção, serão apresentados alguns resultados e limitações atuais
da plataforma CellNet. Pode ser antecipado que os classificadores de tipos
de células e tecidos poderiam ser limitados em dois aspectos. Primeiro, te-
cidos representam populações heterogêneas de células enquanto a meta da
engenharia de células-tronco é frequentemente a produção de uma popula-
ção celular contendo apenas um tipo específico de célula alvo. Segundo, a
vasta maioria dos dados de treinamento foi derivada a partir de células e teci-
dos primários, enquanto a maioria das tentativas de engenharia de populações
celulares são realizadas in vitro. Isto é particularmente uma vantagem ao ana-
lisar tecidos tumorais de pacientes, conforme será apresentado no capítulo 6.
Para abordar como estes efeitos de heterogeneidade tecidual influenciam o
desempenho da plataforma, CellNet foi aplicado a cardiomiócitos primários
purificados com base em um reportador para a expressão de "alpha myosin
heavy chain"(aMHC) (IEDA et al., 2010), a neurônios "nociceptor" disse-

cados e purificados baseado na expressão de Nav1.8 (CHIU et al., 2013) e
também neurônios "dopaminergic" humanos microdissecados por captura a
laser (ZHENG et al., 2010).
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Cardiomiócitos de camundongo purificados são exclusivamente iden-
tificados como "coração"(heart), Figura 12(A) e atingem um status da GRN
do coração superior a 90%, Figura 12(B). O tecido cardíaco é constituído por
fibroblastos, endocárdio, tecido vascular além de células musculares cardía-
cas, porém, a despeito da natureza heterogênea dos dados de treinamento para
o coração, a função de classificador da plataforma CellNet acuradamente de-
terminou o tecido de origem destas amostras de cardiomiócitos purificados.
Esta análise também explica porque tecidos como o tecido muscular esque-
lético, que compartilha propriedades funcionais com o tecido cardíaco, por
exemplo, contração baseada em miosina, ou pulmão que compartilha carac-
terísticas composicionais em termos celulares, por exemplo, células endoteli-
ais, mostram maiores níveis de estabelecimento das GRNs do coração quando
comparados a outros tipos de células e tecidos. Esta análise sugere a existên-
cia, ao menos em parte, de programas de expressão de genes similares en-
tre estes tecidos, coração, muscular esquelético e células endoteliais, Figura
12(B).

Quando CellNet foi aplicado para analisar neurônios nociceptor,
constatou-se que as amostras foram classificadas fortemente como neurônios
(neuron), Figura 12(C) (escore de classificação = 0.792) e alcançaram um alto
status da GRN de neurônios, Figura 12(D). Finalmente, ao analisar as amos-
tras de neurônios dopaminergic, constatou-se a obtenção de altos escores de
classificação (0.887), Figura 12(E), e um alto nível de estabelecimento da
GRN dos neurônios, Figura 12(F). Estas análises sugerem que a despeito da
heterogeindade composicional dos dados de treinamento, CellNet é capaz de
acuradamente classificar tipos específicos de células de acordo com o tecido
a partir dos quais eles foram derivados.

Para avaliar como os efeitos de cultura celular influenciam o desempe-
nho de CellNet, perfis de expressão de neurônios corticais (PENG et al.,2012)

Figura 12 (Figura na próxima página): Análise de células primárias purifi-
cadas e células cultivadas. Classificação de células e tecidos (A) e status
da GRN do coração (B) de cardiomiócitos primários purificadas por FACS.
Classificação (C) e status da GRN de neurônios (D) em diversos tipos de
neurônios purificados com base na expressão de Nav1.8. Classificação (E)
e status da GRN de neurônios (F) de neurônios humanos. Classificação (G)
e status da GRN do fígado (H) de hepatócitos primários. (I) Caracterização
de neurônios corticais.(J) Estabelecimento da GRN de neurônios primários
cultivados. Barras em azul escuro representam o status da referida GRN no
conjunto de treinamento. Azul claro representa o status das GRNs indicadas
nas amostras de entrada e barras de erro representam o desvio padrão.
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Figura 13: Expressão de genes marcadores de hepatócitos maduros em he-
patócitos cultivados (primeiras 15 colunas) e no conjunto de dados de trei-
namento (última coluna, rotulada "liver-train"). Genes controle "housekee-
ping"são indicados com uma linha azul.
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e hepatócitos (MAO et al., 2011), que foram cultivados in vitro antes da extra-
ção de RNA, foram analisados. Hepatócitos primários cultivados por três dias
foram fortemente classificados como fígado (liver), Figura 12(G) e mantive-
ram um status de estabelecimento da GRN do fígado alto, 12(H). No entanto,
como uma consequência da desdiferenciação conhecida de hepatócitos em
cultura, CellNet indicou uma redução modesta no escore de classificação en-
tre 48 e 72 horas. A Figura 13 mostra a expressão de genes marcadores de
hepatócitos maduros em hepatócitos em cultura e no conjunto de treinamento
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onde é possível verificar a redução da expressão de marcadores de hepatócitos
maduros, Figura 13. Similarmente, neurônios cultivados por oito dias apre-
sentam um escore de classificação alto (escore de classificação médio=0,870)
e um alto estabelecimento da GRN de neurônios, Figura 12(I,J). As amostras
neurais em cultura foram secundariamente classificadas como células gliais
(escore de classificação médio=0,325), consistente com uma contaminação
por células gliais nas células cultivadas. Os escores de classificação não mu-
dam substancialmente por até oito dias de cultura, demonstrando que inde-
pendente de possíveis efeitos de desdiferenciação devido à cultura celular,
CellNet é sensível para detectar o estabelecimento da GRN de neurônios. Jun-
tos, estes resultados sugerem que mudanças em expressão de genes induzida
por cultura celular podem modestamente reduzir os escores de classificação
embora não o suficiente para eliminar os escores de classificação das células
primárias.

4.4 ENGENHARIA DE CARDIOMIÓCITOS

Para avaliar a fidelidade relativa dos paradigmas de engenharia celular
baseados em diferenciação dirigida e conversão direta para cardiomiócitos,
CellNet foi utilizado para analisar perfis de expressão de genes de cardio-
miócitos diferenciados a partir de ESC ou diretamente convertidos a partir de
fibroblastos, como mostrado na Figura 14(A). Para fazer a comparação entre
os dois paradigmas de engenharia celular tão justa quanto possível, as análi-
ses foram concentradas nas populações de células derivadas que apresentaram
os melhores escores de classificação entre as pesquisas publicadas, visto que
estes experimentos representam a fronteira do que é possível atualmente.

Então, CellNet foi aplicado para os melhores experimentos de dife-
renciação dirigida e conversão direta para cardiomiócitos murinos. Primeira-
mente, a diferenciação dirigida de ESCs de camundongo para cardiomiócitos
foi analisada (CHRISTOFOROU et al., 2008). Neste experimento, "Célu-
las Progenitoras Cardíacas"(ESC-CPC) carregando um reportador GFP para
expressão do gene coração-específico Nkx2.5 foi purificado por FACS e ana-
lisado após cinco, sete e oito dias de diferenciação dirigida, enquanto que
cardiomiócitos derivados de ESC (ESC-CM) foram isolados após três sema-
nas. Os ESC-CM foram primariamente classificados como "coração"(escore
de classificação médio=0,568), Figura 14(A) e em menor extensão, como fi-
broblastos (escore de classificação médio=0,208). Além disso, a GRN de
ESCs não foi completamente silenciada nem a GRN do coração completa-
mente estabelecida, Figura 14(B). Estas células possuem escores de classi-
ficação menores do que cardiomiócitos neonatais purificados, Figura 12(A),
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novamente indicando que o estabelecimento completo da identidade de car-
diomiócitos não é uma consequência da heterogeneidade composicional ou
qualquer outra inacurácia associada ao conjunto de dados de treinamento.

A ativação de GRNs de destinos celulares alternativos pode refletir a
infidelidade da determinação de destino celular, impureza da população ou
características transcricionais intrínsecas refletindo uma ontogenia desenvol-
vimental compartilhada. Constatou-se que a diferenciação dirigida de ESCs
para cardiomiócitos parcialmente estabalece a sub-rede 1, associada a células-
tronco e progenitoras hematopoiéticas (HSPC) em ESC-CPC (Figura 15(A)).
Dado que ESC-CPC foram purificadas baseado em um reportador Nkx2.5 e
que uma população Nkx2.5+ no embrião em desenvolvimento inclui uma po-
pulação CD41+ com potencial hemogênico definitivo, o estabelecimento da
GRN HSPC é consistente com um modelo em que a "LATERAL PLATE ME-
SODERM", o precursor desenvolvimental comum do coração e do sangue,
emerge logo no início da diferenciação dirigida in vitro. Também observou-
se o estabelecimento da GRN de fibroblastos em ESC-CM (Figura 15(B)),
consistente com a classificação parcial destas amostras como fibroblastos, Fi-
gura 14(B). Interessantemente, o estabelecimento da GRN de fibroblastos foi
também detectado em dois outros estudos independentes de ESC-CM (Figura
15(C)), que pode ser resultado de uma plasticidade desenvolvimental latente
de ESC-CM derivados in vitro ou um artefato nas condições de cultura in
vitro.

Como a GRN do coração não foi completamente estabelecida, Figura

Figura 14 (Figura na próxima página): Análise de cardiomiócitos de camun-
dongo. (A) Heatmap de classificação de células e tecidos de um experimento
de curso temporal da diferenciação dirigida de ESCs para cardiomiócitos.
Células progenitoras cardíacas (CPC), cardiomiócitos derivados de ESCs du-
rante três semanas de diferenciação (ESC-CM). (B) Status das GRNs de ESCs
(acima) e do coração (abaixo) em CPCs e ESC-CMs comparado ao status da
GRN dos dados de treinamento para ESCs e tecido cardíaco. (C) Z-scores
de genes do coração indicando acessibilidade aos promotores destes genes.
(D) Heatmap de classificação da população inicial de células (fibroblastos)
e iCMs duas e quatro semanas após expressão ectópica dos transgenes. (E)
Status da GRN de fibroblastos (acima) e do coração (abaixo) em fibroblastos
e iCMs comparado ao status da GRN de fibroblastos e coração provenientes
dos dados de expressão de treinamento. (F) Z-scores para genes do coração
em iCMs. (G) Heatmap de classificação de iCMs induzidos in vivo (iv-iCMs).
(H) Status das GRNs de fibroblastos (acima) e do coração (abaixo) em fibro-
blastos e iv-iCMs.
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14(B), hipotetizou-se que a oclusão de promotores por nucleossomos pode-
ria contribuir para a ativação incompleta de genes associados ao coração du-
rante diferenciação dirigida e constatou-se que genes coração-específicos sem
sítios de hipersensitividade para DNAse em ESC foram mais desregulados
em ESC-CMs do que genes coração-específicos com promotores acessíveis,
Figura 14(C), dando suporte à conclusão de que a falta de acessibilidade à
promotores de genes "cardíacos"evita um estabelecimento das GRNs de inte-
resse em células diretamente diferenciadas e sugere que estratégias que levem
a estados de cromatina mais acessíveis poderiam melhorar as eficiências dos
paradigmas de engenharia celular atuais.

CellNet foi então aplicado para a conversão direta de fibroblastos car-
díacos murinos para células semelhantes a cardiomiócitos (cardiomyocyte-
like) (IEDA et al., 2010) via expressão ectópica de Gata4, Mef2c e Tbx5.
Consistente com a capacidade funcional demonstrada por estas células (os-
cilações de Ca2+, contração espontânea e potencial de ação intracelular),
células das semanas 2 e 4 foram exclusivamente classificadas como "cora-
ção"(heart), Figura 14(D), embora com um escore de classificação menor do
que cardiomiócitos diferenciados a partir de ESC (0,282 vs 0,568, respec-
tivamente). Os escores de classificação menores para cardiomiócitos indu-
zidos (iCMs) não são devido a falhas em silenciar a GRN de fibroblastos
(realmente, a GRN de fibroblastos foi completamente silenciada) mas sim
o estabelecimento incompleto da GRN do coração, Figura 14(E). Estes da-
dos implicam que a barreira remanescente para estabelecer mais completa-
mente a GRN do coração em iCM é a ativação incompleta de genes coração-
específicos. Realmente, diversos reguladores de transcrição possuem baixos
EIR em iCMs, sugerindo que manipulação destes fatores de transcrição pode-
ria aumentar a eficiência da conversão direta para fenótipos cardíacos (Figura
15(A)). Estes fatores incluem genes conhecidos e que têm sido utilizados
para melhorar a qualidade da indução de iCM (por exemplo, Myocd, Nkx2-5
e Hand2) e outros genes associados ao coração que, de acordo com o nosso
conhecimento, não têm sido testados em conversões diretas (por exemplo,
Gata6 e Tbx20).

CellNet também identificou novos fatores de transcrição preditos como
alvos prováveis para melhorar a indução de CM, incluindo Phb, que é sub-
expresso como uma consequência de hipertrofia cardíaca, Ankrd1 e Lrpprc.
Analisando acessibilidade de promotores, constatou-se que genes coração-
relacionados (genes com maior expressão no tecido do coração do que em
fibroblastos) tendem a ser mais desregulados do que genes com promotores
não acessíveis, Figura 14(F), implicando que a função primária do fator de
transcrição Gata4 em abrir cromatina inacessível é suficiente para ativar a ex-
pressão de genes coração-relacionados em populações diretamente converti-
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das. No entanto, não está claro porque isto não resultou na ativação completa
da GRN do coração.

Então, o papel do microambiente tecidual do coração de camundon-
gos foi analisado para verificar se o mesmo é capaz de melhorar os escores
de classificação e o estabelecimento da GRN do coração em iCMs que foram
convertidos in situ a partir de fibroblastos cardíacos residentes, quando com-
parado a cardiomiócitos convertidos in vitro subsequentemente purificados e
então perfilados (iv-iCM). Constatou-se que células iv-iCM possuem escores
de classificação para o coração substancialmente maiores (escore=0,498 em
iv-iCM vs 0,282 em iCM), Figura 14(G), associados com uma maior ativa-
ção da GRN do coração e o silenciamento completo da GRN de fibroblas-
tos, Figura 14(H), consistente com a funcionalidade superior destas células
(QIAN et al., 2008). Como em iCMs convertidos in vitro, foi observado
que genes coração-relacionados com promotores acessíveis em fibroblastos
são mais desregulados do que aqueles com promotores inacessíveis, suge-
rindo que a expressão de Gata4 é particularmente suficiente para ativar genes
coração-relacionados, Figura 14(I). Importantemente, análises baseadas em
CellNet demonstram que o microambiente tecidual atua como um potenciali-
zador para a conversão direta de fibroblastos para o tipo de célula de interesse.

Portanto, uma plataforma computacional baseada na reconstrução de
redes reguladoras de genes foi desenvolvida, que pode ser aplicada não so-
mente para a área de células-tronco, mas também para qualquer área de pes-
quisa em biologia, em que é necessário compreender o comportamento ce-
lular em variadas condições. Particularmente, estas ferramentas analíticas
desenvolvidas na plataforma CellNet estão sendo utilizadas para estudar di-
versos tipos de câncer, com ênfase particular em melanoma, e interações
nanopartícula-célula assim como biomaterial-célula, desde que existam perfis
de expressão de genes publicamente disponíveis nas condições experimen-
tais de interesse. No próximo capítulo, CellNet foi aplicado para estudar
interações nanopartícula-célula e biomaterial-célula com base em perfis de
expressão de genes publicamente disponíveis. Como existem limitações na
disponibilidade de dados de expressão de genes para algumas condições ex-
perimentais, o termo biomaterial na sentença biomaterial-célula refere-se a
condições de cultura organóides, já que não foram encontrados dados dispo-
níveis para células cultivadas em biomateriais tradicionais como colágeno ou
alginato.
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Figura 15: Estabelecimento de GRNs aberrantes em CPC-ESCs e ESC-CMs.
(A) O status da GRN associada a sub-rede 1, representando células-tronco e
progenitoras hematopoiéticas e (B) GRN de fibroblastos durante a diferencia-
ção dirigida de ESC de camundongo para cardiomiócitos. (C) Status da GRN
de fibroblastos durante a diferenciação dirigida de ESC de camundongo para
cardiomiócitos em outros dois estudos de diferenciação dirigida. (D) Esco-
res de influência de rede (EIR) de reguladores transcricionais candidatos da
GRN do coração. Escores menores que 0 indicam que o fator de transcrição
precisar ser super-expresso nas células derivadas para estabelecer a GRN da
célula alvo, cardiomiócitos neste caso.
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5 INTERAÇÕES BIOMATERIAL-CÉLULA

5.1 INTRODUÇÃO

Nanomateriais induzem respostas imunológicas estimulatórias ou ini-
bitórias dependendo de suas propriedades, tais como tamanho, morfologia e
propriedades de superfície (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2007; SMITH;
SIMON; JR, 2013). Muitos trabalhos em nanotecnologia e biomateriais têm
investigado como o controle destas propriedades em nanoescala pode levar a
desenvolvimentos em vacinação terapêutica e agentes imunosupressivos, ge-
neralizando o entendimento atual das respostas imunológicas para além das
bactérias e vírus, de tal forma que, atualmente, nosso sistema imunológico
pode ser reprogramado para efetuar tarefas inimagináveis até recentemente.

Citando dois exemplos, um dos maiores obstáculos para terapias celu-
lares é o rápido declínio em viabilidade e função das células transplantadas
em imunoterapias anti-câncer (STEPHAN et al., 2010). Para isto, nanopar-
tículas incorporando fármacos adjuvantes foram conjugadas na superfície de
células T terapêuticas levando a melhoras significativas na eliminação de tu-
mores em um modelo de terapia de células T adotivas. Esta estratégia também
aumentou a taxa de repopulação de células-tronco hematopoiéticas em doses
de fármacos adjuvantes muito menores e que foram inefetivas quando admis-
tradas sistemicamente (STEPHAN et al., 2010). Como segundo exemplo,
biomateriais baseados em PLGA foram desenvolvidos para recrutar células
dendríticas do paciente quando implantados sub-cutaneamente e reprogra-
mar estas células para induzir respostas imune anti-tumorais contra melanoma
(ALI et al., 2009).

Uma vez que estes materiais interagem com células do sistema imune
e, possivelmente outros tecidos, seria importante elucidar quais mecanismos
moleculares estão envolvidos nessas interações. Tal conhecimento possibili-
taria a aplicação mais segura destes nano e biomateriais, assim como também
encontrar outros mecanismos pelos quais estas respostas podem ser manipu-
ladas. Seria particularmente interessante compreender como estas interações
afetam programas de expressão de genes da célula. Para isto, a plataforma
CellNet foi utilizada.

Como apresentado no capítulo anterior, CellNet permite aos usuá-
rios analisar seus próprios experimentos ou dados publicamente disponíveis.
Neste capítulo, dados de expressão de genes publicamente disponíveis foram
utilizados para a análise de alterações no transcriptoma de células PBMCs
(Pheripheral Blood Mononuclear Cells) interagindo com nanopartículas de
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ouro funcionalizadas com oligonucleotídeos (KIM et al., 2012). Infelizmente,
não existem muitos dados de expressão de genes disponíveis para interações
nanomaterial-célula que poderiam ser analisados utilizado CellNet.

5.2 NANOPARTÍCULAS DE OURO E RESPOSTAS IMUNOLÓGICAS

O experimento analisado nesta seção consiste de nanopartículas de
ouro (AuNP) funcionalizas com oligonucleotídeos interagindo com células
PBMCs. AuNP foram incubadas com PBMCs por 24 e 48 horas e a expressão
de genes foi determinada utilizando a plataforma de microarray HG133plus.2,
para a qual a plataforma CellNet foi apropriadamente treinada, conforme des-
crito no capítulo anterior. Os autores, (KIM et al., 2012), também utilizaram
a linhagem celular 293T, a qual foi incubada com AuNP por 48 horas. Oligo-
nucleotídeos para EGFP foram conjugados na superfícies das nanopartículas.

Embora originalmente desenvolvido para a área de células-tronco, Cell-
Net é uma plataforma geral para análise de identidade celular e expressão
de genes. Portanto, o primeiro passo foi determinar a identidade das células
PBMCs em consideração, visto que PBMCs podem constituir uma população
heterogênea de células, incluindo células T, células B, macrófagos e, possi-
velmente, outras células. A Figura 16(A) apresenta um heatmap de escores de
classificação da população celular de interesse (PBMCs) com relação a todos
os tipos de células humanas presentes na plataforma CellNet.

Embora as PBMCs investigadas aqui possam conter outros tipos de
células, dentro dos tipos de células disponibilizados por CellNet, elas são
classificadas como células T, B e macrófagos, com escores de classificação
maiores para células T, sugerindo que este pode ser o tipo celular predomi-
nante nas amostras de células PBMCs. A Figura 16(A) também apresenta
os escores de classificação para as células 293T, classificadas como células-
tronco, consistente com a sua origem embrionária (células embrionárias do
rim). O estabelecimento das GRNs associadas a cada um destes tipos celula-
res foi então quantificado e é apresentado Figura 16(B).

Estas GRNs definem outra medida de identidade celular e capturam
mudanças em programas de expressão de genes governando a identidade das
células de interesse. Como pode ser observado, células T e macrófagos esta-
belecem completamente suas respectivas redes reguladoras de genes enquanto
células B não o fazem. Isto sugere que células B podem estar em minoria na
população de células analisadas ou que a população de células B perfilada
compartilha programas de expressão com células T, o que não seria surpreen-
dente dada as suas origens desenvolvimentais. Interessantemente, é possível
observar que a GRN de macrófagos nas condições de tratamento com AuNPs
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Figura 16: Caracterização das populações celulares contidas nas amostras de
células PBMCs.(A) Heatmap de classificação das amostras PBMCs. (B) Es-
tabelecimento das GRNs de células T, macrófagos e células B. (C) Escores de
influência de rede para PBMCs incubadas com AuNP por 24 e 48 horas mos-
trando que genes envolvidos em transdução de sinal em células do sistema
imune são afetados pela interação com nanopartículas.
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por 24 e 48 horas apresentam uma redução em seus escores de estabeleci-
mento, indicando mudanças transcricionais associadas a interação. Esta res-
posta ou está sendo mediada por macrófagos ou por sub-redes de interação
transcricional compartilhadas entre células T e macrófagos onde tal sub-rede
é responsável pela classificação de PBMCs como macrófagos. Em geral, é
possível concluir que células do sistema imunológico estão sendo investiga-
das e que a interação com AuNP induz mudanças transcricionais no nível de
redes reguladoras de genes.

Para verificar quais reguladores transcricionais são significativamente
alterados em PBMCs quando da interação com AuNPs, Escores de Influência
de Rede (EIR) foram calculados e são apresentados na Figura 16(C). Utili-
zando estes EIRs é possível estimar quais são os principais fatores de trans-
crição responsáveis pela variabilidade no estabelecimento das GRNs associ-
adas a células T, B e macrófagos, Figura 16(B,C). Aparentemente, somente
as GRNs associadas a macrófagos foram influenciadas pelo tratamento com
AuNP após 24 e 48 horas. Dada a heterogeneidade populacional associada
às PBMCs, não é possível afirmar se o tratamento com AuNP afeta somente
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Figura 17: (A) Genes diferencialmente expressos (DEGs) ao comparar ex-
pressão de genes entre PBMCs controle e PBMCs incubadas com AuNP. (B)
Heatmap mostrando DEGs para células PMBCs e 293T incubadas com na-
nopartículas (AuNP). (C) Sobreposição de DEGs para 24 e 48 horas de trata-
mento com AuNP. (D) Categorias funcionais (ontologia de genes) nas quais
os DEGs se encontram. (E) Sub-rede ilustrando como os DEGs possivel-
mente interagem.
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macrófagos. Estes resultados sugerem que AuNPs podem afetar GRNs as-
sociadas a células do sistema imune embora seu efeito em tipos celulares
específicos não possa ser determinado para este experimento.

Quando aplicado para análise do transcriptoma de células sujeitas à
engenharia de destino celular (Capítulo 4), EIR positivos indicam fatores de
transcrição que deveriam ser inibidos enquanto EIR negativos indicam fato-
res de transcrição que deveriam ser super-expressos para atingir um nível de
estabelecimento de suas GRNs comparável aos tecidos e células correspon-
dentes in vivo. Neste contexto, os EIRs nos sugerem quais fatores de transcri-
ção são significativamente afetados pelo tratamento com AuNP e poderiam
representar alvos para modular os processos biológicos pelos quais eles são
responsáveis. De fato, muitos destes fatores de transcrição estão envolvidos
em processos importantes de transdução de informação em macrófagos, por
exemplo, IRF1, IRF8, MAFB, CEBPA, TFEC e ATF3 enquanto que outros
estão envolvidos no desenvolvimento de respostas inflamatórias (TNFAIP3)
e respostas imune adaptativas contra patógenos (NLRC5 e CIITA).

Desta forma, genes diferencialmente expressos (DEGs) quando do
tratamento com AuNP foram determinados e são apresentados na Figura 17.
Na publicação original, (KIM et al., 2012), os autores analisaram a expressão
diferencial de genes em células incubadas com nanopartículas de ouro fun-
cionalizadas com oligonucleotídeos EGFP relativo a células incubadas com
transfectantes lipídicos modificados com oligonucleotídeos EGFP ou sem tra-
tamento algum. Os autores observaram mudanças de expressão entre estas
condições e concluíram que o oligonucleotídeos EGFP, por si só, não foi o
responsável pelas respostas celulares observadas. De forma consistente, na
Figura 16(B), é possível observar que somente o tratamento com AuNP por
24 e 48 afetou o estabelecimento da GRN de macrófagos. Estas mudanças
não ocorrem de forma tão evidente quando as células são tratadas somente
com os oligonucleotídeos. Portanto, as análises de expressão diferencial que
seguem são de células tratadas com AuNP funcionalizadas com oligonucleo-
tídeos EGFP com relação às células PBMCs controle. Para esta análise, foram
considerados como diferencialmente expressos genes apresentando mudan-
ças de expressão duas vezes maior ou menor (em escala logarítimica) quando
comparadas aos perfis de expressão nos controles (log2 fold changes > 2),
tanto sub-expressos como super-expressos e com valores P estatiscamente
significativos (P < 0,05), Figura 17 (A), em que os pontos azuis indicam os
genes que satisfazem estes critérios.

A Figura 17(B) mostra a sobreposição de genes entre as condições de
24 e 48 horas. Um total de 110 genes foram encontrados como diferencial-
mente expressos dos quais 68 estão presentes em ambos pontos temporais, 22
genes são detectados exclusivamente nas primeiras 24 horas de tratamento e
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20 genes são encontrados exclusivamente após 48 horas, Figura 17(C). Genes
super-expressos estão em vermelho e sub-expressos em azul. A Figura 17(B)
também apresenta os dados para as células 293T, indicando que não ocorre-
ram mudanças significativas em expressão de genes nestas células, sugerindo
um efeito específico para células do sistema imune, o que não é surpreendente
devido às capacidades fagocitóticas de macrógafos.

Para determinar o conteúdo funcional desta lista de genes diferenci-
almente expressos, testes Chi-quadrado da sobreposição entre Processos Bi-
ológicos definidos na Ontologia Genes com relação a lista de genes diferen-
cialmente expressos foram realizados, Figura 17(D). Genes super-expressos
assumem papéis importantes para processos biológicos associados à resposta
inflamatória, enquanto que genes inibidos são associados a respostas imuno-
lógicas. Portanto, AuNP funcionalizadas com olinucleotídeos alteram progra-
mas de expressão de genes consistentes com um papel em reprimir respostas
imunológicas e induzir a criação de um microambiente inflamatório por meio
de vias de sinalização mediadas por interferon.

Desde que GRNs em escala genômica foram reconstruídas durante o
desenvolvimento da plataforma CellNet, uma sub-rede contendo os genes di-
ferencialmente expressos foi construída para elucidar como estes genes se
relacionam para induzir as respostas biológicas observadas, Figura 17(E).
Consistente com a Figura 16(C), alguns reguladores transcricionais foram di-
ferencialmente expressos, incluindo IRF7, CEBPA e MNDA.

Neste ponto, é importante ressaltar que o objetivo desta seção (e deste
capítulo) não é analisar profundamente as implicações biológicas dos resulta-
dos aqui apresentados, visto que isto iria requerer validação experimental. O
objetivo é demonstrar como biologia de sistemas e ciência dos materiais po-
dem ser integradas com sucesso para estudar interações nanopartícula-célula.

5.3 CULTURAS ORGANÓIDES RECAPITULAM REDES REGULADO-
RAS DE GENES ENDÓGENAS

O próximo passo foi determinar se a abordagem computacional desen-
volvida, CellNet, poderia ser utilizada para investigar como condições micro-
ambientais, especialmente, condições de cultura celular bi ou tridimensionais
poderiam contribuir com o estabelimento de redes reguladoras de genes com-
paráveis àquelas observadas in vivo. Para isto, dados de expressão de genes
publicamente disponíveis de queratinócitos em condições de cultura bidimen-
sional (2D) e tridimensional (3D) foram analisados, comparando inicialmente
seus escores de classificação e o estabelecimento de suas GRNs, Figura 18.

Para esta análise, primeiramente segue uma descrição das publicações
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originais a partir das quais os dados foram obtidos. Para culturas de que-
ratinócitos 3D, um modelo de epiderme humana organotípica foi utilizado,
recapitulando tanto a estrutura quanto a expressão de genes da epiderme hu-
mana (KRETZ et al., 2013). Essas amostras aparecem identificadas como
Organoid na Figura 18(A). As amostras identificadas como Keratinocyte[2]
e Keratinocyte[3] são amostras de queratinócitos in vitro, utilizados em ex-
perimentos de reprogramação para pluripotência (AASEN et al., 2008; KIM;
MOONEY, 2011). As amostras identificadas como "LCM", "sorted KC"e
"NHEK"são provenientes de um mesmo experimento (KENNEDY-CRISPIN
et al., 2012), no entanto, LCMs são anotadas como "células epidermais nor-
mais da pele, in vivo", "sorted KC"são queratinócitos purificados, também
anotados como "in vivo"e NHEK são anotados como "queratinócitos epider-
mais humanos normais, in vitro". Portanto, as anotações presentes nestas
amostras sugerem diferentes condições de cultura célular, organóide, in vivo
e in vitro, e buscou-se determinar quais são as diferenças transcriptômicas en-
tre estas amostras e o que seria esperado de uma GRN controlando programas
transcricionais associados ao desenvolvimento/identidade da pela humana.

Estas amostras foram utilizadas para ilustrar as diferenças básicas en-
tre células cultivadas em condições organotípicas, células primárias que fo-
ram isoladas e/ou purificadas e então perfiladas e células expandidas in vitro.
É importante ressaltar que a análise aqui presente não é compreensiva no
sentido de que não foram analisados todos os dados de expressão de genes
disponíveis para queratinócitos e talvez existam queratinócitos mantidos em
culturas 2D com qualidade comparável àqueles de culturas 3D ou anotados
como "in vivo".

As Figuras 18(A,B) mostram as diferenças existentes tanto nos escores
de classificação quanto nos escores de estabelecimento das GRNs destas célu-
las. Consistentemente, queratinócitos em culturas organotípicas apresentam
altos escores de classificação (escore médio=0,809) assim como o estabeleci-
mento da GRN representando a pele. É possível observar uma certa variabili-
dade para as outras amostras, contendo escores de classificação médio iguais
a 0,614 as amostras de queratinócitos "Keratinocyte, in vitro[2]", 0,335 para
"Keratinocyte, in vitro[2]", 0,996 para células anotadas como LCM, 0,830
"sorted KC"e 0,561 para queratinócitos expandidos in vitro. Além disso o
estabelecimento da GRN refletindo a "identidade"da pele não foi atingido em
algumas amostras e células anotadas como "in vivo"apresentaram escores de
classificação e de estabelecimento da GRN da pele consistente. Estes resulta-
dos sugerem que condições de cultura organotípicas recapitulam programas
de expressão de genes similares aqueles observados in vivo. Esta é a primeira
vez que tais análises quantitativas sobre o impacto de condições de cultura/-
microambiente em programas de expressão de genes são realizadas.
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Figura 18: Condições de cultura celular influenciam programas de expres-
são de genes. (A) Heatmap de classificação de queratinócitos em condições
de cultura organóide, "in vivo"e "in vitro". Queratinócitos são classificados
como pele ("skin)". (B) Estabelecimento de GRNs associadas a cada uma das
amostras de queratinócitos. Barras coloridas horizontais acima dos gráficos
em barra indicam a posição destas amostras no heatmap de classificação.
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Análise de genes diferencialmente expressos entre as células cultiva-
das em culturas organotípicas e as células LCM, sorted KC e NHEK mostrou
diferenças significativas sobre o número de genes afetados por estas condi-
ções de cultivo celular. Porém, ao contrário da análise de expressão realizada
na seção anterior, procurou-se determinar as diferenças destas GRNs com a
GRN "padrão" para a pele, reconstruída a partir de um compêndio de dados
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de expressão de genes para o tecido "pele". O objetivo é determinar quais
programas de expressão de genes falham ao ser estabelecidos ou são aberran-
temente expressos em culturas organóides e 2D, de modo a verificar se uma
abordagem baseada em biologia de sistemas seria útil para guiar o projeto,
síntese e desenvolvimento de biomateriais para culturas de células biomimé-
ticas.

Primeiramente, genes diferencialmente expressos entre queratinócitos
e a distribuição de expressão de genes pertencentes a GRN da pele definida
em CellNet foram obtidos, ou seja, genes em queratinócitos cuja expressão
desvia do valor esperado para expressão no conjunto de treinamento. Genes
com z-score (basicamente, o z-score é o número de desvios padrão em que os
dados desviam da média) maior ou menor que 3 foram considerados desregu-
lados para garantir a análise de mudanças mais drásticas. Na realidade, esta
é uma limitação em muitos métodos de análise diferencial de genes. Dado o
vasto número de genes mudando em expressão nas variadas condições testa-
das, é comum utilizar somente os que mudam mais significativamente, muito
embora mudanças sutis na expressão de alguns genes podem levar a efeitos
significativos na expressão de outros genes.

Foram encontrados 126 genes desregulados (com relação a expressão
esperada na GRN da pele) nas amostras controle de queratinócitos cultivados
em culturas organotípicas (Control STAU e Control TINCR), Figura 19(A,B)
com 64 genes compartilhados entre ambos os controles. Utilizando gene set
enrichment analysis, as categorias funcionais em Processos Biológicos na
Ontologia de Genes a que pertencem estes 64 genes foram determinadas e
constatou-se que os genes sub-expressos estão diretamente relacionados com
vias de sinalização envolvidas no desenvolvimento da pele enquanto que ge-
nes super-expressos parecem estar associados a algum tipo de processo pato-
lógico, Figura 19(C).

Uma análise similar foi realizada para as células LCM, "sorted KC"e
NHEK, encontrando mais de 500 genes diferencialmente expressos, 119 dos
quais são compartilhados entre "sorted KC"e NHEK, Figura 19(D,F). A pe-
quena sobreposição entre genes diferencialmente expressos entre LCM, "sor-
ted KC"e NHEK sugere que LCMs são significativamente distintas de células
do tipo "sorted KC"e NHEK, em nível de transcriptoma.

As categoriais funcionais as quais estes genes pertencem constam na
Figura 19(G) e não é muito claro como estes processos poderiam ser explica-
dos. A sobreposição de genes diferencialmente expressos em culturas orga-
nóides, LCM, sorted KC e NHEK consiste de somente 3 genes, Figura 19(E).
Isto sugere a existência de diferenças significativas no transcriptoma de célu-
las em diferentes condições de cultura celular, lembrando que, com exceção
das LCMs, todos os outros tipos de células nesta análise são queratinócitos.
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Figura 19: Análise de genes desregulados em queratinócitos com relação ao
conjunto de treinamento da GRN da pele (CellNet). (A) Genes desregulados
nas amostras controle de queratinócitos cultivados em culturas organóides
(STAU1, TINCR). (B) Genes sub- e super-expressos. (C) Categorias funci-
onais as quais estes genes pertencem quando células são cultivadas em cul-
turas organóides. (D) Genes desregulados em LCM, "sorted KC"e NHEK.
(E) Genes diferencialmente expressos em culturas organóides, LCM, "sorted
KC"e NHEK. (F) Genes desregulados em ambas as amostras de células "sor-
ted KC"e NHEK. Categorias funcionais dos genes desregulados em "sorted
KC"e NHEK.

STAU1 TINCR

3428 64

TINCR_control
STAU1_control

NHEK

sorted KC

LCM

sorted KC

NHEK

Organoid

17

183

10

241

4

90

22

97

2

4

4

12

2

4

3

64 genes 119 genes

keratinization

peptide cross−linking

keratinocyte differentiation

epidermal cell differentiation

non−canonical Wnt receptor signaling pathway

positive regulation of Rho GTPase activity

antigen processing and presentation

regulation of T cell apoptotic process

pigment granule organization

0 50 100 150 200
−log(corrected P−value)

keratinization

keratinocyte differentiation

epidermal cell differentiation

peptide cross−linking

hair follicle development

BMP signaling pathway

SMAD protein signal transduction

morphogenesis of an epithelial bud

0 25 50 75
−log(corrected P−value)

Up−regulated

Down−regulated

LCM

sorted KCNHEK

193 245112

99

8 14
7

A

B

C

D E

F

G

Portanto, é possível concluir que condições microambientais influen-
ciam substancialmente o transcriptoma de células em culturas 2D e 3D e que,
quando comparadas a GRN da pele "padrão", vias de sinalização essenciais
para o desenvolvimento da pele não são apropriedamente ativadas. Esta aná-
lise sugere uma abordagem racional para desenvolver biomateriais que reca-
pitulam condições microambientais fisiologicamente relevantes e que pode-
riam levar ao desenvolvimento de modelos pré-clínicos para testes de novos
fármacos com maiores chances de sucesso.

Infelizmente, não existem muitos dados de expressão de genes publi-
camente disponíveis em que biomateriais foram utilizados como plataforma
de cultura celular, limitando assim quaisquer possíveis generalizações destas
análises. O mesmo se aplica para as análises nanopartícula-célula descritas
neste capítulo. Porém, estes dados corroboram com os dados disponíveis
na literatura e a plataforma computacional desenvolvida (CellNet) fornece
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as ferramentas analíticas necessárias para possivelmente elucidar pelo me-
nos alguns dos mecanismos subjacentes às interações nanopartícula-célula e
biomaterial-célula.
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6 DESIGN DE NANOPARTÍCULAS BASEADO EM ANÁLISE
TRANSCRIPTÔMICA

A habilidade de mais especificamente distribuir agentes terapêuticos
com capacidades tecido-seletivas pode superar muitos obstáculos no trata-
mento de doenças (PEER et al., 2007) e em medicina regenerativa (DVIR
et al., 2011b). Em câncer, a despeito de modificações microambientais e
incontáveis redes biomoleculares intra e extracelulares envolvidas durante
o desenvolvimento da doença, as estratégias terapêuticas atuais baseiam-se
principalmente no paradigma de um único biomarcador para especificamente
distinguir um tecido saudável de um patológico (RUOSLAHTI; BHATIA;
SAILOR, 2010).

Intracelularmente, vias biomoleculares sintéticas têm sido exploradas
possibilitando respostas terapêuticas por meio do monitoramento de múlti-
plos biomarcadores "câncer-específicos", parcialmente restringindo a ação te-
rapêutica a células tumorais (LEISNER et al., 2010). Além disso, avanços em
biologia sintética têm demostrado processamento de informação com múlti-
plas entradas em células vivas (XIE et al., 2011). Porém, estas abordagens
requerem a distribuição eficiente destes sistemas sintéticos para as células do
microambiente tumoral. A visão centralizada na célula sobre o desenvolvi-
mento de câncer está mudando à medida que o entendimento das interações
célula-microambiente aumenta, sugerindo que a matriz extracelular e célu-
las estromais são componentes cruciais contribuindo para as características
do câncer. Dada a complexidade do microambiente tumoral, um targeting
efetivo por meio de um domínio molecular de alta afinidade não têm corres-
pondido às expectativas iniciais.

Para melhor definir um contexto associado à doença para nanopar-
tículas ativáveis, múltiplos biomarcadores deveriam ser monitorados simul-
taneamente, para mais precisamente controlar o acúmulo de nanopartículas
no tumor. No entanto, extracelularmente, os processos biológicos que pode-
riam ser explorados não são claros tão pouco definidos, quando comparados
a processos intracelulares, tais como recombinação de DNA quando ocorre a
quebra da dupla hélice. Portanto, procurou-se por elementos em vias biomo-
leculares associados à remodelagem anormal da matriz extracelular, processo
este virtualmente associado a quase todos os tipos de tumores sólidos. A ha-
bilidade de enzimas tais como proteases atuar em vias proteolíticas clivando
substratos moleculares e seus papéis importantes na progressão de câncer e
metástase tornam estas proteases bastante atrativas para idealizar nanopartí-
culas com capacidades de sensoreamento, computação e atuação.

Nestes sistemas, sensores são compostos por substratos peptídicos que,
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Figura 20: Esquema idealizado da nanopartícula sintetizada. Neste sistema,
metaloproteinases clivam substratos peptídicos modificados com PEG 10
kDa, hipoteticamente expondo peptídeos de alta afinidade com a matrix ex-
tracelular.

Matrix Extracelular

sob clivagem, poderiam desempenhar as operações lógicas "E"e "OU", e en-
tão atuar produzindo como resultado o acúmulo seletivo de nanopartículas no
tumor. Enzimas de diferentes classes foram consideradas, incluindo metalo-
proteinases da matrix, cisteína catepsinas e serina proteases. Substratos para
estas classes de enzimas foram conjugados nas superfícies das nanopartículas
buscando desenvolver nanomateriais ativados por processos de remodelagem
anormal da matrix extracelular, conforme esquematicamente ilustrado na Fi-
gura 20.

6.1 METODOLOGIA COMPUTACIONAL E EXPERIMENTAL

6.1.1 Abordagem computacional

A metodologia computacional utilizada neste capítulo é essencialmente
a mesma utilizada nos capítulos anteriores. Perfis de expressão de genes para
tumores de pele, fígado e colorretal foram obtidos da base de dados GEO e
foram então analisados de acordo com o pipeline para análise tal como imple-
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mentado na plataforma CellNet. Genes foram considerados diferecialmente
expressos comparando a expressão dos genes nas amostras tumorais com a
distribuição de expressão dos genes em cada GRN célula e tecido-específica
reconstruída por CellNet. Genes com z-scores maiores que três, ou seja, que
desviaram substancialmente dos valores esperados (dados de treinamento da
plataforma CellNet) foram considerados desregulados.

6.1.2 Síntese das nanoestruturas ativadas por proteases

Para a síntese de AuNP, uma placa de aquecimento foi primeiramente
aquecida à 400 ◦C durante 10 minutos. Então, 500 µL de uma solução 50 mM
de HAuCl4 foram adicionados a 100 mL de água deionizada. Após fervura
vigorosa, 3 mL de uma solução de citrato de sódio 1% foram rapidamente
adicionados sob agitação vigorosa. Após observar as mudanças de coloração
típicas (de transparente para vermelho), a solução foi removida do calor e
resfriada a temperatura ambiente.

Todas as conjugações de peptídeos na superfície das AuNPs apresen-
tadas neste capítulo são basedas na química ouro-tiól, onde átomos de enxo-
fre(tiól) apresentam alta afinidade com átomos de ouro, gerando recobrimen-
tos de superfície estáveis. Para a síntese de AuNP-ECM (AuNP que respon-
dem a sinais da matrix extracelular, ECM), essencialmente duas estratégias de
síntese foram elaboradas, como apresentado na Figura 21. A primeira consis-
tiu de utilizar peptídeos não rotulados (sem FITC) e primeiramente conjugar
os peptídeos nas superfícies das AuNP utilizando a química ouro-tiól. Ten-
tativas para conjugar o fluoroforo Cy5 e os polímeros PEG nos peptídeos já
na superfície das AuNP foram realizadas (síntese sequencial). Esta estratégia
foi primeiramente testada por ser mais rápida e exigir menos passos de puri-
ficação além de possibilitar a visualização in vivo da atividade das proteases
de interesse dado que o fluoroforo Cy5 opera na região do infra-vermelho
próximo.

Uma segunda estratégia foi então elaborada, que apresentou melhores
resultados porém exigia passos adicionais, principalmente de purificação. Pu-
rificação das AuNP-ECM se mostrou realmente difícil durante o decorrer do
trabalho e mesmo após meses buscando melhores métodos, condições ótimas
não puderam ser obtidas. A estratégia utilizada é descrita como segue:

Peptídeos foram sintetizados pelo serviço de síntese de peptídeos da
Tufts University. Substratos peptídicos rotulados com FITC foram projetados
para conter um grupo NH2 terminal, para conjugação a polímeros PEG, uma
sequência de clivagem por protease e uma cisteína terminal para conjugação
na superfície das AuNPs. Peptídeos foram reagidos com mPEG-NHS amino-
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Figura 21: Fluxograma das estratégias de síntese de nanopartículas utilizadas.
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reativos em PBS + 0,005 M EDTA, pH 7,4, em concentrações de 3,9 mM e 2,5
mM, respectivamente, por uma hora sob agitação e em temperatura ambiente.
Em geral, uma razão molar de aproximadamente 2:1 peptídeo-PEG foi man-
tida. Peptídeos não reagidos foram removidos reduzindo com 0,2 M TCEP
por uma hora. Conjugados peptídeo-PEG foram purificados cinco vezes utili-
zando centrifugação por exclusão de tamanho com tubos Vivaspin com corte
para peso molecular inferior a 5 kDa. Desde que os peptídeos apresentam
peso molecular em torno de 1,5 kDa e os polímeros PEG em torno de 10
kDa, somente os peptídeos deveriam passar pelo filtro, purificando o produto
peptídeo-PEG. A concentração dos produtos peptídeo-PEG foi quantificada
utilizando a equação de Beer-Lambert:

A = e∗ c∗ l (6.1)

onde A é a absorbância, e é o coeficiente de extinção para FITC (68000 M-1

cm-1), c é a concentração e l é o comprimento, 1 mm para o Nanodrop utili-
zado.

Então, conjugados peptídeo-PEG e AuNP foram misturados utilizando
uma razão molar de 2500:1, respectivamente, a temperatura ambiente por



85

uma hora, criando nanopartículas ativáveis por processos de remodelagem
anormal da matriz extracelular. Estas nanopartículas foram dializadas (utili-
zando uma membrana com corte para peso molecular 100 kDa) por dois dias,
trocando a água a cada duas horas. O objetivo desta etapa de purificação foi
remover conjugados peptídeo-PEG que não reagiram com a nanopartícula.
Então, nanopartículas foram centrifugadas a 15000 xg por 25 minutos e dis-
persas em PBS para estudos posteriores.

6.1.3 Caracterização

Nanopartículas foram caracterizadas por microscopia eletrônica de
transmissão utilizando o instrumento JEOL JEM-1400 (resolução: 0,2 nm
linha, 0,38 nm ponto) operando a 120 kV. Brevemente, grids para TEM fo-
ram tratados com plasma durante um minuto e então uma gota da amostra
foi depositada sobre uma membrana de carbono suportada por um grid de
cobre. Permitiu-se que a amostra seca-se a temperatura ambiente por um mi-
nuto antes da observação. Caracterização de distribuição de tamanho foram
realizadas por espalhamento de luz dinâmico (DLS) utilizando o instrumento
Malvern NanoZS zetasizer. Cubetas descartáveis (volume de amostra 50 µL)
foram utilizadas para as caracterizações por DLS. Medidas de fluorescência
foram realizadas em placas de 96 poços utilizando comprimentos de onda de
excitação e emissão para o fluoroforo FITC (488 e 520 nm, respectivamente),
a 37 ◦C no equipamento SpectroMax Gemini EM. Medidas de concentração
de conjugados peptídeo-PEG foram realizadas utilizando o equipamento Na-
nodrop, realizando a leitura de absorbância para FITC em 495 nm, em PBS
e pH 7,4. Concentrações típicas dos produtos peptídeo-PEG após purificação
eram em torno de 600-900 uM em volumes de 50 a 100 µL.

6.2 IDENTIFICAÇÃO DE PROTEASES IMPORTANTES EM 3 DIFEREN-
TES TIPOS DE CANCER

Dados de expressão de genes para três diferentes tipos de câncer fo-
ram analisados para verificar padrões de super-expressão de genes envolvi-
dos na remodelagem anormal da matriz extracelular. Para melanoma e câncer
do fígado, amostras de tecidos normais estavam disponíveis. Primeiramente,
escores de classificação para melanoma, câncer do fígado e câncer colorretal
foram calculados e são apresentados na Figura 22. Nesta figura, cada linha re-
presenta um tipo de célula ou tecido para o qual CellNet foi apropriadamente
desenvolvido para analisar e as colunas representam amostras de tumores pri-
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mários e metastáticos de pacientes. Como esperado, CellNet foi capaz de
determinar o tecido de origem destes tipos de câncer embora alguma variabi-
lidade esteja presente para melanoma e câncer do fígado. Melanoma parece
apresentar alta variabilidade em seus programas de expressão de genes visto
que muitas amostras de tecidos tumorais primários e metastáticos possuem
escores de classificação bastante baixos, sugerindo transformação neoplásica
substancial nestas amostras.

Figura 22: Heatmap de classificação para três tipos diferentes de câncer, me-
lanoma, câncer no fígado e câncer colorretal.
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Genes envolvidos em remodelagem da matriz extracelular apresen-
tando mudanças de expressão nestes diferentes tipos de câncer foram deter-
minados, comparando-se a distribuição da expressão destes genes no con-
junto de treinamento utilizado por CellNet durante a etapa de reconstrução de
GRNs com a expressão dos genes nas amostras tumorais. CellNet possibili-
tou a determinação de genes desregulados em cada amostra tecidual avaliada;
portanto, dada a variabilidade associada a cada câncer, alguns genes são con-
siderados super-expressos em algumas amostras e sub-expressos em outras,
Tabela 1.

Particularmente, os genes MMP2, MMP9, CTSB e PLAU foram esco-
lhidos principalmente devido à existência de sequências peptídicas disponí-
veis na literatura, que atuam como substratos para os seus produtos protéicos
assim como sua importância durante a progressão tumoral. Um aspecto im-
portante deste capítulo é a integração de abordagens computacionais e experi-
mentais para desenvolver nanoestruturas, cuja química de superfície poderia
ser projetada de acordo com particularidades específicas de cada tipo de cân-
cer analisado.
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A hipótese deste capítulo é que a remoção completa da camada po-
limérica protetora somente acontecerá quando duas ou mais proteases são
super-expressas no microambiente tumoral, expondo um peptídeo de alta afi-
nidade com a matriz celular, promovendo, então o acúmulo específico de na-
nomateriais no tumor. A super-expressão de somente uma protease dificulta-
ria a remoção completa da camada polimérica de proteção e as nanopartículas
permaneceriam na circulação sanguínea até serem eliminadas do organismo
ou até finalmente se acumularem no tumor.

Portanto, uma parte crítica da proposta deste capítulo é a seletividade
das proteases de interesse com relação aos respectivos substratos, que logo
mostrou-se não eficáz, conforme explicado nas próximas seções. A melhor
estratégia para encontrar peptídeos substrato-específicos para cada protease
seria desenvolver uma biblioteca de peptídeos, provavelmente contendo mais
de 50 sequências, e então avaliar a seletividade de cada protease com relação
a esta biblioteca e também com relação a nanopartícula de interesse.

1. NH2-Gly-Lys-Gly-Gly-Pro-Leu-Gly-Val-Arg-Gly-Cys-COOH,
para MMP2 e MMP9

2. NH2-Gly-Lys-Gly-Gly-Pro-Leu-Gly-Leu-Leu-Gly-Cys-COOH,
para MMP2 e MMP9

3. NH2-Gly-Lys-Gly-Gly-Arg-Arg-Gly-Gly-Cys-COOH,
para Catepsina B (CTSB)

4. NH2-Gly-Lys-Gly-Gly-Ser-Gly-Arg-Ser-Ala-Asn-Ala-Cys-COOH,
para uPA (PLAU).

Nanopartículas de ouro (AuNP) foram utilizadas como nanopartícu-
las modelo. Neste caso, peptídeos foram projetados para conter, sequenci-
almente, um grupo terminal NH2, para conjugar os peptídeos aos polímeros
PEG, uma sequência de aminoácidos substrato para as enzimas de interesse, e
o aminoácido cisteína(Cys), para conjugação dos peptídeos na superfície das
nanopartículas de ouro, esquematicamente, PEG-NH2-SUBSTRATO-Cys-AuNP.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para cada novo batch de AuNP e AuNP-ECM, medidas de DLS foram
realizadas para garantir que os experimentos posteriores fossem realizados
utilizando nanopartículas uniformes e com as distribuições de tamanho espe-
radas. Tipicamente, AuNP apresentam um tamanho de 20 nm. Após conjugar
as moléculas peptídeo-PEG na superfície das AuNP, tamanhos típicos obtidos
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Tabela 1: Genes codificadores de proteases desreguladas em melanoma, cân-
cer do fígado e câncer colorretal.

Tipos de câncer Super-expresso Sub-expresso
Melanoma MMP1, MMP9, MMP16

TIMP1, TIMP2, CTSB,
CTSF, CTSL, CTSO,
CTSZ, PLAUR, CTSC,
CTSS, CTSW, MMP8,
MMP14, PLAU, MMP3,
TIMP4, MMP13

MMP7, MMP8, MMP13,
TIMP4, PLAU, MMP15,
CTSF, MMP16, CTSW

Fígado MMP15, MMP16, PLAU,
MMP2, MMP3, MMP13,
TIMP4, CTSC, MMP1,
MMP9, CTSF, PLAUR,
MMP14,CTSB

TIMP2, CTSB, CTSL,
CTSS, CTSO, TIMP3,
CTSC, TIMP1, CTSF

Coloretal MMP7, MMP13, MMP1,
MMP3, MMP2, MMP16,
TIMP4, TIMP1, PLAUR

TIMP1, TIMP2, TIMP3,
CTSC, CTSK, CTSO,
CTSL, CTSB, MMP1

encontram-se em torno de 55 nm, consistente com modificações de superfície
utilizando somente polímeros PEG com peso molecular de 10 kDa, Figura 23.
Portanto, uma vez obtidas AuNP-ECM com alto rendimento e reprodutibili-
dade, os experimentos para verificar se as proteases são capazes de penetrar
a camada polimérica de PEG e clivar os peptídeos nas AuNP-ECM foram
realizados.

6.4 FRET PARA DETERMINAR A CLIVAGEM DOS SUBSTRATOS

Buscando caracterizar a especificidade de cada enzima para os seus
respectivos substratos, experimentos baseados em Foster Resonance Energy
Transfer (FRET) foram realizados, em que nanopartículas de ouro inibem
o sinal fluorescente proveniente dos fluoroforos conjugados aos peptídeos.
Após clivagem pelas enzimas, os peptídeos são liberados da superfície das
AuNP-ECM e a fluorescência dos fluoroforos foi registrada utilizando um
leitor de microplacas (SpectraMax).

A Figura 24 apresenta os resultados de dois experimentos de especifi-
cidade realizados. Na Figura 24(A), AuNP-ECM modificadas com substratos
para a enzima MMP9 foram incubadas com as enzimas MMP9 e uPA e o
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Figura 23: Caracterização de AuNP e AuNP-ECM. (A) Imagem de micros-
copia eletrônica de transmissão de AuNP antes da modificação de superfícies.
(B) Medidas de distribuição de tamanho para nanopartículas antes da modifi-
cação de superfícies (AuNP) e após conjugação das moléculas peptídeo-PEG,
tal como medido por DLS.
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aumento na intensidade de fluorescência foi monitorado com o tempo. Como
esperado, a enzima MMP9 é capaz de clivar seu substrato mais eficientemente
do que a enzima uPA. No entanto, quando AuNP-ECM foram modificados
com os substratos peptídicos para uPA, a enzima MMP9 foi mais eficiente do
que a enzima uPA, Figura24(B).

Experimentos semelhantes foram realizados para avaliar todas as com-
binações de substratos e enzimas possíveis, chegando-se a conclusão que os
substratos não são seletivos e que as enzimas MMP9/MMP2 são capazes de
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Figura 24: Caracterização da seletividade das enzimas com relação aos seus
substratos. (A) AuNP-ECM, funcionalizadas com substratos para MMP9 e
incubadas com as enzimas MMP9 e uPA por uma hora. (B) AuNP-ECM,
funcionalizadas com substratos para a enzima uPA e incubadas com as enzi-
mas MMP9 e uPA.
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clivar eficientemente todos os substratos utilizados. Como pode ser obser-
vado, a intensidade de fluorescência das AuNP-ECM controle (AuNPs mo-
dificadas com os peptídeos mas sem a incubação com as enzimas), também
aumentou com o tempo. Durante os primeiros experimentos, esse aumento
foi ainda mais significativo e não era possível distinguir o aumento de fluorên-
cia dos controles daqueles observados pela ação das enzimas. Este problema
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levou bastante tempo para ser razoavelmente compreendido e contornado de
forma que os dados na Figura 24 pudessem ser obtidos.

Este aumento de fluorescência dos controles foi intrigante e uma hipó-
tese plausível seria que conjugados peptídeo-PEG não reagidos com as AuNP
ficaram aderidos à monocamada formada por peptídeo-PEG que reagiram e
com o tempo eram "liberados"da superfície das AuNP. Diversos métodos de
purificação foram testados como centrifugação convencional, centrifugação
utilizando tubos contendo filtros para pesos moleculares específicos, diferen-
tes membranas e aparatos de diálise e diferentes tempos de diálise (de 1-7
dias). A melhor solução encontrada foi dialisar as AuNP-ECM e monitorar
a fluroscência destas nanopartículas sem incubar com as enzimas. Quando o
aumento de fluorescência não era mais significativo, a purificação era inter-
rompida e os próximos experimentos realizados. Tipicamente, este processo
foi realizado por três dias trocando a água a cada duas horas, e o aumento
de fluorescência dos controles foi tipicamente aquele observado na Figura
24 (A,B), demostrando claramente que as enzimas são capazes de difun-
dir pela camada polimérica, clivar os substratos liberando a parte do peptí-
deo contendo FITC da nanopartícula e possibilitando a detecção da clivagem
dos substratos monitorando, a intensidade de fluorescência da suspensão de
AuNP-ECM. Estes experimentos também foram realizados para a enzima ca-
tepsina B e os resultados foram bastante intrigantes, conforme descrito na
próxima seção.

6.5 AUNP-ECM MODIFICADAS COM SUBSTRATOS PARA CATEPSINA
B

Na Figura 25, AuNPs foram modificadas com substratos para a en-
zima catepsina B e então incubadas com MMP9 e catepsina B. Inicialmente,
um aumento significativo na intensidade de fluoresência foi observado para
AuNP-ECM incubadas com a catepsina B, indicando seletividade da enzima
com relação ao seu substrato quando comparada a MMP9, Figura 25(A). No
entanto, após alguns minutos, a intensidade de fluorescência permanece es-
sencialmente inalterada. Por outro lado, a intensidade de fluorescência para
as AuNP-ECM incubadas com MMP9 aumenta durante o decorrer do ex-
perimento, Figura 25(A). Isto levou a hipótese que AuNP poderiam inibir a
atividade enzimática da enzima catepsina B. Então, uma busca na literatura
revelou que catepsinas, quando ativas, possuem grupos tiól (S) livres em sua
estrutura e, portanto, as enzimas poderiam estar sendo conjugadas na super-
fície das AuNPs, uma vez que a química de bioconjugação dos peptídeos e
das enzimas nas AuNPs é a mesma, isto é, a química ouro-tiól. Como um
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Figura 25: Catepsinas parecem ser conjugadas nas AuNP-ECM ao invés de
clivar seus substratos. (A) Medidas de fluorescência monitorando a clivagem
de peptídeos substratos para catepsina B por MMP9 e catepsina B. (B) Va-
riação do tamanho da nanopartícula, sugerindo a adorção ou conjugação da
enzima catepsina B na superfície das nanopartículas.
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experimento preliminar, AuNPs modificadas com o substrato peptídico para
catepsina B foram incubadas com MMP9 e catepsina B nas mesmas condi-
ções dos experimentos anteriores, Figura 25.

Medidas de distribuição de tamanho por DLS mostram que incuba-
ção com MMP9 resultou em redução de tamanho das AuNP-ECM (47,4 nm),
Figura 25(B), devido a remoção parcial da monocamada peptídeo-PEG com-
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Figura 26: Esquema de uma abordagem terapêutica baseada na ativação da
nanopartícula por metaloproteinases da matriz (MMP9 e MMP2) e inibição
da atividade da catepsina B no microambiente tumoral como um tratamento
para câncer.
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de MMP9

parada com as AuNPs controle (56,5 nm) e, como esperado, AuNP-ECM
incubadas com a enzima catepsia B aumentaram de tamanho (68,6nm), con-
sistente com a hipótese que as enzimas estão adsorvendo ou sendo conjugadas
nas superfícies das AuNP-ECM, Figura 25(B). Consistentemente, algumas
fármacos que inibem a atividade de catepsinas geralmente incluem átomos
de ouro em sua composição e tem sido usadas no tratamento de artrite reu-
matóide. Se esta função inibidora pode ser explorada para o tratamento de
câncer ainda precisa ser demonstrado. Isto levou a reformulação da proposta
original, Figura 20, para um sistema de nanopartículas ativado por MMP9/2
cuja função terapêutica está intrinsecamente associada à nanopartícula. Tal
nanopartícula é esquematicamente apresentada na Figura 26. Desta forma,
os dados apresentados nesta seção sugerem uma abordagem terapêutica onde
super-expressão de MMP9 e/ou MMP2 remove a camada polimérica prote-
tora exibindo peptídeos com alta afinidade de ligação à ECM e possibilitando
a inibição da atividade de catepsinas B aberrantemente expressas no micro-
ambiente tumoral.
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7 CONCLUSÃO

Os resultados apresentados neste trabalho indicam, sob diferentes per-
pectivas, que interações nanopartícula-célula e biomaterial-célula podem afe-
tar as propriedades estruturais das membranas celulares assim como elicitar
mudanças globais em programas de expressão de genes. A partir das aná-
lises realizadas por meio da plataforma CellNet, foi possível constatar que
nanopartículas de ouro funcionalizadas com oligonucleotídeos EGFP podem
induzir respostas inflamatórias em células PBMCs e que, mesmo em culturas
de células organotípicas, vias sinalização associadas ao desenvolvimento da
pele não são apropriadamente ativadas. Ao mesmo tempo, mostrou-se que
o microambiente tecidual contribui para um maior estabelecimento da GRN
do tecido cardíaco assim como as propriedades funcionais dos cardiomióci-
tos convertidos. No que se refere a síntese de nanopartículas, os resultados
apresentados sugerem que nanopartículas de ouro podem inibir a atividade da
enzima catepsina B, que é super-expressa em muitos tipos de câncer.

1. Simulações de dinâmica molecular sugerem que o projeto adequado de
química de superfície de nanopartículas pode favorecer diferentes vias
de internalização celular tais como translocação passiva e reorganiza-
ções de membrana similares aquelas encontradas nos primeiros está-
gios da endocitose. Nanopartículas com baixas densidade de carga po-
sitiva e ligantes relativamente pequenos favorecem translocação passiva
através de modelos de membrana celular. Altas densidades de carga su-
gerem "envolvimento"da nanopartícula pela membrana.

2. CellNet forneceu novos "insights"na engenharia de identidade celular
onde reprogramação de células somáticas para um estado de pluripo-
tência induzida mostrou-se o paradigma de engenharia celular mais
proeminente. Cardiomiócitos derivados por diferenciação dirigida de
células-tronco pluripotentes estabelecem mais completamente suas GRNs
célula- e tecido-específicas do que cardiomiócitos diretamente conver-
tidos a partir de fibroblastos. Embora cardiomiócitos derivados de
células-tronco (diferenciação dirigida) sejam superiores a cardiomióci-
tos diretamente convertidos, estas células ainda assim não estabelecem
completamente a GRN do coração. A falta de estabelecimento com-
pleto da GRN do coração em cardiomiócitos derivados por diferenci-
ação dirigida parece estar associada à inacessibilidade aos promotores
dos genes governando a identidade do tecido cardíaco, sugerindo que
programas desenvolvimentais da diferenciação in vitro falham em ati-
var apropriadamente os programas de expressão de genes essenciais
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para cardiomiócitos. Já para conversão direta (fibroblastos para cardi-
omiócitos), a maior barreira comprometendo a qualidade da população
final de células não parece ser acessibilidade aos promotores de ge-
nes essenciais mas sim a falha em apropriadamente silenciar a GRN da
população inicial de células (fibroblastos, neste caso). Além disso, aná-
lises utilizando CellNet mostraram que o microambiente do coração de
camundongos forneceu sinais indutivos/seletivos que levam a melhoras
nas propriedades funcionais das células derivadas in situ.

3. Interações nanopartícula-célula induzem expressão diferecial de genes
associados a respostas inflamatórias em células PBMCs interagindo
com nanopartículas de outro funcionalizadas com oligonucleotídeos
EGFP. Células PBMCs incubadas com oligonucleotídeos EGFP não
apresentaram mudanças evidentes no estabelecimento da GRN de ma-
crófagos, células T e B. Porém, uma alteração significativa no nível de
estabelecimento da GRN de macrófagos para células incubadas por 24
e 48h com nanopartículas de ouro modificadas com oligonucleotídeos
EGFP foi observada. Estes resultados sugerem que a nanopartícula ou
efeitos sinergísticos entre a nanopartícula e oligonucleotídeo, são res-
ponsáveis pela ativação de respostas inflamatórias. Respostas imune
adaptativas parecem ser inibidas, mas não é possível afirmar baseado
somente na análise realizada.

4. Culturas de células organóides favorecem o estabelecimento mais com-
pleto de GRNs governando a "identidade"da pele e parecem realmente
recapitular programas de expressão de genes da pele humana in vivo.
Ainda assim, falham em ativar vias de sinalização essenciais para o
desenvolvimento da pele.

5. Nanopartículas foram sintetizadas e caracterizadas. A química de su-
perfície foi projetada baseada em análises do transcriptoma de diferen-
tes tipos de câncer. Genes envolvidos em remodelagem anormal da ma-
trix extracelular são super-expressos nos três diferentes tipos de câncer
analisados. Sequências peptídicas para os produtos protéicos destes
genes (MMP2, MMP9 e Catepsina B) foram conjugadas a polímeros
PEG e então conjugados na superfície das nanopartículas para criar na-
nopartículas ativadas por processos de remodelagem anormal da matriz
extracelular. Proteases foram capazes de clivar os peptídeos e remover
a camada polimérica protetora, sugerindo que a ativação destas nano-
partículas em tecidos tumorais que apresentam super-expressão destes
genes é plausível. Nanopartículas de ouro parecem inibir a atividade da
enzima catepsina B. Porém, se a inibição da catepsina B por nanopartí-
culas de ouro poderia ser utilizada como modalidade de tratamento em
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câncer ainda precisa ser demostrado. Validação da ação terapêutica em
células e animais deverão ser conduzidas para a obtenção de resultados
definitivos sobre esta parte do trabalho.
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