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Em termos absolutos, o homem é
um valor imponderavel, inteiro e
perfeito como um dogma. Mas em
termos relativos, sociais, 0 homem
é o que vale para os seus
semelhantes. E é na contradicdo
de medida que vai de préoximo a
proximo que consiste o drama de
ninguém conseguir ser ao mesmo
tempo amado em Tebas e Atenas.

Miguel Torga, 1949



David José Caetano Coelho

Agradecimentos

Em primeiro lugar, quero agradecer aos meus familiares, o meu pai e a minha mae,
pela compreensao, pela paciéncia, pelo apoio, por tudo o que fizeram, pelo que nao
fizeram, por tudo o que ainda fazem, e nunca deixarao de fazer.

Quero também agradecer a minha orientadora, a Professora Olga Borges, por me ter
aceite no seu grupo, e por ter acreditado continuamente em mim, mesmo quando nao
tinha razdes para isso.

Em dltimo lugar, ndo posso deixar de “aplaudir” todos os meus amigos (eles sabem
quem sdo!) e todos os que, de forma direta ou indireta, contribuiram para o meu
sucesso.



David José Caetano Coelho

indice

Agradecimentos

indice

Abstract/Keywords

Resumo/ Palavras-chave

Abreviaturas

1. Caracterizacao de Nanoparticulas e aplicagdo na vacina¢ao

1.1 Definicao de NPs; perspectiva histdrica

1.2 Tipos de nanoparticulas

1.2.1 Nanoparticulas Poliméricas

1.2.2 Lipossomas

1.2.3 Nanoparticulas inorgéanicas

1.2.3.1. Os diversos tipos de nanoparticulas inorganicas

1.2.3.2. Atividade anti-microbiana das Nanoparticulas inorganicas
1.2.3.3. Toxicidade associada as Nanoparticulas inorganicas

1.2.4 Particulas derivadas de virus

1.2.4.1 Virus como transportadores de moléculas biologicamente ativas
1.2.4.2. Particulas tipo virus

1.3 Nanoparticulas e as vantagens da sua aplicagdo em vacinas




David José Caetano Coelho

2. Internalizagdao de nanoparticulas por parte das células
2.1 Tipos de vias de internaliza¢do de nanoparticulas

2.2 Vias fagociticas

2.3 Vias pinociticas

2.3.1 Macropinocitose

2.3.2 Endocitose mediada por clatrina

3. Influéncia do mecanismo de internalizagdo na resposta imunoldgica a antigénios
encapsulados em nanoparticulas: vias de apresentagao cruzada (cross-presentation)

Conclusdo

Referéncias bibliograficas



David José Caetano Coelho

Abstract

Nanomaterials are held as an advent for new therapies, either in the delivery of drugs
or antigens or on the transportation of agents applied in imaging. In the last decades,
nano-sized particles emerged based on biocompatible and biodegradable materials, in
tune with knowledges from areas such as human physiology, intracellular biochemistry
or biophysics. This synergetic process resulted in new materials more efficient on
performing their tasks.

Nanoparticle reduced toxicity is required for medical applications. The knowledge of the
mechanisms that allow particles enter the cells would contribute to understand better
the particle cytotoxicity mechanisms and thus allows the design of safe nanoparticles.
A very prominent topic that helps to contribute to the development of safer but
simultaneously effective vaccines is the antigen cross-presentation phenomena.

The purpose of this Review is to establish valuable relationships between the
physicochemical characteristics of some of the most common nanomaterials, its profile
of internalization by different cell types, including immune system cells, and an immune
response that can be generated. This topic is of foremost importance for the
development of therapeutic vaccines for chronic diseases like cancer or malaria.

Key-words: nanoparticles, endocytosis, vacines, antigen presenting cells, cross-
presentation
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Resumo

Os nanomateriais assumem-se como um advento para novas terapias, quer na entrega
de farmacos ou no transporte de agentes de contraste aplicados em imagiologia. Nas
Ultimas décadas, particulas na ordem dos nanometros tém sido desenvolvidas baseadas
em materiais biocompativeis e biodegraddveis, em sintonia com os conhecimentos de
fisiologia humana, de bioquimica intracelular ou de biofisica, que permitem aumentar a
eficiéncia da tarefa a que estas se propdem.

Para formular materiais mais eficazes nas aplicacdes médicas, torna-se importante
diminuir a eventual toxicidade associada as nanoestruturas e os perigos resultantes para
os tecidos-alvo; o conhecimento dos mecanismos pelos quais estas particulas chegam
as células e sdo internalizados contribui para tal.

Um tdpico muito em evidéncia na atualidade que poderd contribuir para o
desenvolvimento de vacinas mais seguras, mas simultaneamente eficientes na
modulacdo da imunidade é a apresentacdo cruzada de antigénio, que se define como
uma mais-valia para as células apresentadoras de antigénio (APC) controlarem a
imunidade celular face a particulas de origem externa que constituam um potencial
perigo para a homeostasia do organismo.

Neste trabalho de revisao tentam-se estabelecer relagdes entre as caracteristicas
fisico-quimicas de alguns dos materiais particulados mais usados em ensaios pré-
clinicos, o seu método de internalizagao por diferentes tipos de células, entre os quais
células do sistema imunitario, e a resposta imunitaria que poderd ser gerada. Um dos
beneficios podera ser o surgimento de novas formas de combate a enfermidades
relacionadas com o sistema imunitdrio, e que ha muito que sdo um problema para uma
larga franja da populagdao mundial, como o cancro ou a malaria.

Palavras-chave: nanoparticulas; endocitose; vacinas; células apresentadoras de
antigénio; apresentacdo cruzada de antigénios
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Abreviaturas

APCs
ATP-ase
BSL
Ca2+
Cr

DC
DNA
g-PGA
1gG
NPs
NK
PEG
PEI
PLG
PLGA
Qb
SIDA
TAP
VLPs

Células apresentadoras de antigénio
Adenosinatrifosfatase

Biosafety Levels (Niveis de Bioseguranca)
Catido Calcio

Anido Cloro

Células dendriticas

Acido desoxirribonucleico

g-PGA

Imunoglobulina G

Nanoparticulas

Natural Killer

Poli-(etileno glicol)

Polietilenimina

Poli (D, L-lactido-co-glicélido)

Acido poli (D, L-latico-co-acido glicélico)
Quantum-Dots

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Transportador associado com o transporte de antigénio

Particulas tipo virus
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1. Caracterizacao de Nanoparticulas e aplicagao na vacinagao

1.1 Defini¢ao de nanoparticulas e perspetiva histérica

A Nanociéncia tem como objeto de estudo os materiais na escala nanométrica, sendo
a Nanotecnologia responsavel pelo desenvolvimento e producdo de novos materiais de
tamanho nano que respondam as necessidades do Homem [J Am Chem Soc. 2012 Sep
26;134(38):15607-20].

A definicdo de nanoparticulas (NPs) restringe esta designacdo a materiais na ordem
maxima dos 100 nm em pelo menos uma coordenada (Dobrovolskaia, McNeil, & World,
2013; Rawat, Singh, Saraf, & Saraf, 2006; Uskokovic, 2013). No entanto, é comum
encontrar na literatura cientifica o termo “nanoparticulas” referido a material
particulado com tamanho médio inferior a 1000 nm (Singh & Lillard, 2009; Wang et al.,
2011). De qualquer das formas, é curioso constatar que uma NP de 10 nm de diametro
€ 10 milhdes de vezes mais pequena que uma bola de ténis (Figura 1) J Leukoc Biol. 2005
Sep;78(3):585-94]!

Agua Glucose Anticorpo Virus Bactéria Célula Tumoral Ponto Final Bola de ténis
B 9 ' § P "
t': E " i
107! 1 10 10% 10° 10* 10° 10° 107 10°
Nanémetros

Lipossoma Nanoconcha de ouro

Figura 1- Comparacdo do tamanho de alguns tipos de nanoparticulas com moléculas
guimicas, seres vivos e objetos comuns. Adaptado de McNeil, 2005.

Os nanomateriais, termo usado de forma continua e indiscriminada com NPs (alguns
autores advogam que as “nanoparticulas” sdo os nanomateriais que tenham uma forma
aparentemente esférica [J Am Chem Soc. 2012 Sep 26;134(38):15607-20]) sdo alvo de
um interesse especial por possuirem caracteristicas fisico-quimicas Unicas [Anal Bioanal
Chem. 2009 Jan;393(1):81-95]. Estes materiais tém aplicacGes em diversas dareas

13
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especializadas, entre as quais o Ambiente, a Industria Militar e a Medicina (Tabela 1). A
Nanotecnologia é assim uma ciéncia que intersecta os conhecimentos de muitas areas
de estudo, desde a Fisica, a Quimica, a Biologia ou a Medicina, até a Eletrénica e a

Informatica [History and Possible Uses of Nanomedicine Based on Nanoparticles and
Nanotechnological Progress], quebrando as fronteiras tradicionais entre estes dominios
[Mol Pharm. 2011 Dec 5;8(6):2101-41].

Tabela 1- Exemplos de aplicagdes das Nanoparticulas. Adaptado de Farré, 2009 e de
Bhatia, 2016.

Area de estudo Produtos onde as Nanoparticulas sao
aplicadas

Ambiente Novos sistemas de filtracdo de dgua e ar,
novas formas de tratamento de residuos
toxicos.

Energia Células fotovoltaicas, baterias mais
eficientes.

Informatica Novos chips e dispositivos de
armazenamento.

Medicina Novas formas farmacéuticas de utilizacdo
na terapéutica e no diagndstico.

Militar Armas, biossensores.

Quimica Tintas, plasticos, produtos de limpeza.

Apesar da Nanotecnologia parecer uma ciéncia recente, ja no Império Romano se
usavam NPs na composicao de objetos de ornamentacao como se observa na Taga de
Lygurcus (Figura 2). E comum encontrarmos exemplos de materiais nanoparticulados na
Natureza, desde as cinzas emitidas pelos vulcdes em erup¢ao, as moléculas empregues
nas reacdes bioquimicas que ocorrem no interior das células dos seres vivos [Anal
Bioanal Chem. 2009 Jan;393(1):81-95]. Podemos é considerar a Nanotecnologia uma
ciéncia recente se tivermos em conta o seu foco no desenvolvimento racional de
produtos que satisfacam as nossas caréncias quotidianas.

14
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Figura 2- Taca de Lycurgus, datada do século IV d.C. NPs de ouro e prata sdo
responsaveis por este curioso fendmeno 6tico: quando a luz (visivel) incide no exterior
da tacga, esta exibe uma coloragdo esverdeada (A); quando se ilumina a taga a partir do
seu interior, esta adquire tons avermelhados, e a figura mitoldgica representada torna-
se lilas (B). Adaptado de Heiligtag, 2013.

Uma das dareas de aplicacdo da Nanotecnologia que mais tem beneficiado com a
evolucao dos nanomateriais € a Medicina, o que originou a Nanomedicina, que por
definicdo, tem por objetivo “a projecdo de métodos de diagndstico e/ou terapia a
nanoescala para o tratamento, prevencao e diagndstico de doengas” [Chem Soc Rev.
2012 Apr 7;41(7):2545-61].

Estes nanomateriais com aplica¢do na clinica sdo, assim, particularmente Uteis quando
sdo utilizados como agentes de contraste/ vetores de agentes de contraste (em
diagndstico e imagiologia) (Kim et al., 2011; Liong et al., 2008), no transporte de
farmacos, como acontece no tratamento do cancro (He et al., 2011; Wang et al., 2011),
ou, ainda, sob a forma de vacinas gerando resposta imunoldgica no organismo (Li et al.,
2013; Reddy et al., 2007). Em particular, as NPs oferecem protecdo, internalizacdo em
células (capacidade de atravessar barreiras como membranas), e vectorizacdo do
farmaco/antigénio a elas associado (entrega direcionada e especifica dos compostos),
bem como a sua libertagdo lenta e controlada (Dobrovolskaia, Shurin & Shvedova, 2016;
Gordon, Saupe, McBurney, Rades & Hook, 2008; Panyam & Labhasetwar, 2003; Rawat
et al.,, 2006). Estas capacidades atuam de forma sinergética permitindo que os
compostos assim veiculados se concentrem em maior quantidade no seu alvo,
originando menos danos nos tecidos saudaveis [Cell Mol Life Sci. 2009 Sep;66(17):2873-
96].

Este conceito de um transportador pequeno o suficiente para entrar no organismo e
exercer o seu efeito benéfico sem prejuizo dos tecidos sdos teve como base a idealizacdo
de um “magic bullet” por Paul Ehrlich, nos primérdios do século XX [Nat Rev Cancer.
2008 Jun;8(6):473-80]. Desde entdo, a comunidade cientifica empreendeu um grande
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esforco no sentido de concretizar algo que somente nos anos 70/80 deixou de constituir
um elemento completamente inovador em coléquios cientificos [Int J Pharm. 2007 Feb
22;331(1):1-10]...

1.2 Tipos de nanoparticulas

Os nanosistemas resultam de uma combinag¢ao de diferentes materiais, quer de indole
organica ou inorganica, quer de origem natural ou sintética. Pequenas modifica¢gdes na
sua estrutura podem originar materiais com propriedades e aplicabilidades
completamente diferentes. Alguns destes materiais podem ser biodegradaveis e
biocompativeis, outros ndo [Cell Mol Life Sci. 2009 Sep;66(17):2873-96] e este facto é
particularmente relevante em nanomedicina.

1.2.1 Nanoparticulas Poliméricas

As NPs de base polimérica sdo um dos tipos de NPs mais investigados em ciéncia, tendo
a sua estrutura composta por polimeros constituidos por varios monémeros [Colloids
Surf B Biointerfaces. 2010 Jan 1;75(1):1-18]. Em relacdo a origem, podem usar-se
polimeros naturais, ou sintéticos. Alguns destes polimeros beneficiam do facto de serem
biodegradaveis, resultado da sua metabolizacdo no organismo e facil excrecdo, o que
reduz ou anula a sua eventual toxicidade [Chem Rev. 2016 Feb 24;116(4):2602-63].

Um grande numero de polimeros sintéticos tem sido utilizado na preparacdo de
nanoparticulas, tal como poli (D, L-lactico-co-glicélico) (PLG), acido poli (D, L-lactico-co-
glicdlico) (PLGA), acido poli-(y-glutamico) (g-PGA), polietilenoglicol (PEG) ou poliestireno
[22, 24, 31, 33]. As nanoparticulas a base de PLG e PLGA tém sido as que maior interesse
suscitaram a comunidade cientifica devido ao seu elevado grau de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, bem como possibilitarem, através da ligacdo de determinados
ligandos, a entrega direcionada das moléculas ativas transportadas e a sua libertagao
lenta e controlada [36].

O PLGA tem sido empregue na sintese de nanoparticulas destinadas ao transporte de
antigénios provenientes de um vasto rol de micro-organismos, incluindo Plasmodium
vivax [37], “virus da hepatite B” [22], Bacillus anthracis [29] ou simplesmente antigénios-
modelo como ovalbumina e o toxdide do tétano, submetida a tratamento para
inativacdo) [26,27].

As NPs de poliestireno podem ser conjugadas com uma grande variedade de antigénios
[Bioconjug Chem. 1995 Sep-Oct;6(5):507-11], [J Immunol. 2004 Sep 1;173(5):3148-54],
uma vez que diferentes grupos quimicos funcionais podem ser adicionados a sua
superficie, como grupos amina ou grupos carboxilicos [ACS Nano. 2011 Mar
22;5(3):1657-69], [33,38].

Na preparagcdo de NPs, também se tém usado polimeros naturais a base de
polissacarideos, como o alginato de sédio [Int J Pharm. 2005 Aug 11;299(1-2):155-66],
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[41] e o quitosano [Methods Mol Biol. 2016;1404:697-713], [49. Em particular, as
nanoparticulas a base de quitosano tém sido amplamente estudadas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, natureza nao-tdxica e facilidade em serem
modificadas nas formas e tamanhos desejados [31], [Int J Pharm. 2007 Jun 7;337(1-
2):254-64]. Estas nanoparticulas tém sido usadas na preparagdao de varias vacinas,
incluindo vacinas contra o virus da hepatite B [49] e vacinas de DNA
[ScientificWorldJournal. 2012;2012:938457], [44, 47].

Além da possibilidade das NPs poliméricas transportarem antigénios e 4cidos
nucleicos, também |hes é reconhecido o mérito no transporte de farmacos contra o
cancro [J Control Release. 2002 Oct 4;83(2):273-286], diabetes [Pharmazie. 2006
Jul;61(7):613-7] ou desequilibrios hormonais [J Control Release. 2007 May 14;119(1):77-
85].

1.2.2 Lipossomas

Os lipossomas (Figura 3) sdo estruturas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas
de fosfolipidos em redor de um nudcleo aquoso [Adv Drug Deliv Rev. 2008 May
22;60(8):915-28]. Estes fosfolipidos sdo biodegraddveis, ndo-téxicos e ndo sao
imunogénicos (From “Nanotechnology in vaccine delivery”, Advanced Drug Delivery
Reviews 60 (2008) 915-928). As moléculas transportadas tém tendéncia a serem
encapsuladas na regido hidrofébica se sdo de natureza hidrofébica [Biomaterials. 2013
May;34(14):3626-38], ou na interface 4dgua-lipido ou no centro aquoso se tém algum
caracter hidrofilico [Cancer Res. 1992 May 1;52(9):2431-9]. Os lipossomas aplicados na
vacinagdo podem atuar como vetores de antigénio [91] e podem ser funcionalizados
com as glicoproteinas dos envelopes virais, como do virus Influenza [94], garantindo
uma fungdo imunoestimulante. As particulas resultantes apelidam-se de virossomas
[92,93], e apenas se diferenciam do virus original por ndo possuirem capsideo nem
material genético [Vaccine 27 (2009) 4381-4387] (Figura 4). Recentemente, tém sido
desenvolvidos lipossomas no sentido de formular vacinas, quer profilaticas quer
terapéuticas, contra a tuberculose [Biochim. Biophys. Acta 1718 (2005) 22-31.], [J
Control Release. 2011 Sep 5;154(2):131-7], malaria [Proc Natl Acad Sci U S A. 1992 Jan
1; 89(1): 358-362.] ou hepatite B [Nanomedicine. 2009;5:334—-344.]. Os lipossomas
também podem ser aplicados na terapia génica como transportadores de material
genético [Gene Therapy (1998) 5, 930-937], no transporte e entrega de farmacos [J
Control Release. 2004 Nov 5;100(1):135-44.] ou para efeitos de imagiologia [Int J Mol
Sci. 2010; 11(4): 1759-1776.]
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Figura 3- llustracdo de um lipossoma (a esquerda) e de uma bicamada fosfolipidica (a
direita). Adaptado de Bozzuto, 2015.

Virus Influenza Virossoma do virus Influenza
camada de

// fosfolipidos ~ "™~_

-~

i
[

i ®

glicoproteinas

capsideo e material
genético viral

Figura 4- llustragdo de um virossoma derivado do virus Influenza (a direita) e
comparac¢do com o virus parental (a esquerda). Adaptado de Herzog, 2009.

1.2.3 Nanoparticulas inorganicas

Muitas NPs inorganicas foram estudadas para o seu uso em vacinas, transporte de
farmacos, imagiologia ou terapia génica [J Am Chem Soc. 2012 Sep 26;134(38):15607-
20]. Salientam-se as NPs com propriedades magnéticas, NPs de origem metalica ou
outros tipos de NPs a base de materiais inorganicos, como as NPs de silica.

1.2.3.1. Os diversos tipos de nanoparticulas inorganicas

a) Nanoparticulas magnéticas

18
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As NPs com propriedades magnéticas destacam-se por poderem ser direcionadas por
acdo de campos magnéticos externos para quaisquer zonas do organismo [Appl Radiat
Isot. 2004 Dec;61(6):1255-9], bem como por serem facilmente manipuldveis em
laboratdério em termos de tamanho e forma [Nanomedicine. 2010 Feb;6(1):9-24]. As NPs
magnéticas mais comummente relatadas sdao as NPs a base de dxidos de ferro [Angew
Chem Int Ed Engl. 2008;47(29):5362-5], [Biomaterials. 2010 Aug;31(24):6317-24],
embora as de cobalto [Chem Commun (Camb). 2005 Jan 7;(1):98-100] ou niquel [J
Colloid Interface Sci. 2003 Mar 15;259(2):282-6] também merecam referéncia.

As NPs magnéticas sdo maioritariamente utilizadas em diagndstico [J. Mater. Chem.,
2011,21, 15157-15162]. As suas propriedades magnéticas possibilitam a sua dete¢do em
exames como a Ressonancia Magnética (MRI) [J Biol Inorg Chem. 2004 Sep;9(6):706-12]
ou a Tomografia por Emissdo de Positrées (PET) [Bioconjug Chem. 2010 Apr
21;21(4):715-22]. No entanto, tém também sido utilizadas na entrega de farmacos
[Targeting and retention of magnetic targeted carriers (MTCs) enhancing intra-arterial
chemotherapy], [Cancer Chemother Pharmacol. 2003 Jun;51(6):445-50], [IEEE Trans
Nanobioscience. 2004 Mar;3(1):66-73] e como transportadores de material genético [Int
J Nanomedicine. 2011; 6: 285-294], [Int J Nanomedicine. 2011; 6: 871-875].

NPs magnéticas, a base de ferro, podem ser aplicadas como terandsticos, aliando
simultaneamente imagiologia e terapia em doengas como o cancro [Small. 2011 Aug
8;7(15):2241-9.] Este método diminui o periodo de tratamento, vital em termos clinicos,
e abre portas ao desenvolvimento da medicina personalizada (ajustada as carateristicas
de cada paciente) [Mol Pharm. 2011 Dec 5;8(6):2101-41], [Cancer Lett. 2013 Aug
9;336(1):8-171].

b) Nanoparticulas metélicas

Metais como o ouro e a prata sao atrativos para a sintese de NPs em virtude de serem
materiais inertes e nao-tdxicos [Vaccine 32 (2014) 327—- 337], e ainda por gerarem
nanomateriais de facil preparagdao e passiveis de serem funcionalizados com grupos
guimicos que aumentam a sua estabilidade, como grupos sulfidrilicos ou aminicos [J.
Am. Chem. Soc., 1998, 120 (48), pp 12696—12697]. Em particular, podem fabricar-se
nanomateriais a base de ouro com diversas formas, como em bastonete, esféricas ou
cubicas [ACS Nano. 2013 May 28;7(5):3926-38], e com varios tamanhos (2-150 nm)
[Front Cell Infect Microbiol. 2013 Mar 25;3:13], o que faz do ouro um material muito
versatil. Esta adaptabilidade revé-se ainda no leque de aplicacGes que os nanomateriais
de ouro encontram, entre as quais o transporte de antigénios [Nanotechnology. 2013
Jul 26;24(29):295102], [Nanomedicine (Lond). 2014 Feb;9(2):237-51], de material
genético [Nano Lett. 2012 Apr 11;12(4):2003-12], [Smart PEGylated Gold Nanoparticles
for the Cytoplasmic Delivery of siRNA to Induce Enhanced Gene Silencing] ou em
diagndstico [ACS Nano. 2010 Jul 27;4(7):3689-96].

Os nanomateriais de ouro podem ainda ser conjugados com uma variedade de outros
materiais e particulas, originando nanoconchas contendo NPs de ferro no seu interior [J
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Phys Chem C Nanomater Interfaces. 2010 Jan 1;114(45):19194-19201], lipossomas
contendo NPs de ouro [Colloids Surf B Biointerfaces. 2006 Mar 15;48(2):112-8] ou
nanoconchas de ouro-silica [Breast Cancer Res Treat. 2010 Apr;120(3):547-55].

As nanoconchas de ouro-silica (Figura 5) consistem num nucleo de silica revestido por
ouro [Mol Pharm. 2011 Dec 5;8(6):2101-41]. Foram as primeiras particulas de ouro a
serem produzidas/otimizadas para tirarem partido da radiacdo do infravermelho
proximo (Hirsch et al., 2003; Kennedy et al., 2011), que permite efetuar foto-hipertermia
em locais especificos, nomeadamente em tumores (Chen et al., 2007; Huang, Jain, El-
Sayed, & El-Sayed, 2008; Sperling, Rivera Gil, Zhang, Zanella, & Parak, 2008; Vallhov et
al., 2006). A radiacdo visivel/ infravermelho préximo absorvida pelas particulas provoca
a excitacdo dos eletrdes, seguindo-se o relaxamento destes e a emissdo de energia
(Chen et al., 2007; Sperling et al., 2008). Os efeitos sobre os tecidos sao diversos; no
entanto, considerando apenas o aumento de energia calorifica no tecido-alvo, observa-
se a desnaturacdo dos componentes celulares e surgem danos perenes nesses tecidos
(Chen et al., 2007; Sperling et al., 2008). Este tipo de terapia tem sido dirigida a tecidos
tumorais, onde ha pouca vascularizagdo e consequentemente pouco fluxo sanguineo
para dissipar o calor gerado no microambiente (Huang et al., 2008). Estas propriedades
foto-térmicas em nanomateriais a base de ouro também permitem controlar a
libertacdo de farmacos (Vallhov et al., 2006).

Figura 5- llustragao de uma nanoconcha de ouro-silica. Adaptado de McNeil, 2005.

c) Nanoparticulas de silica

A silica (dioxido de silicio) € um dos materiais inorganicos mais promissores para a
projecdo de nanomateriais. As NPs a base de silica sdo biocompativeis, beneficiando de
um espetro de parametros fisico-quimicos ajustaveis a fim de promover a sua interac¢do
com tecidos e células [J Am Chem Soc. 2003 Jun 18;125(24):7168-9], [Adv Drug Deliv
Rev. 2008 Aug 17;60(11):1278-88], [ACS Nano. 2009 Oct 27;3(10):3273-86]. Um desses
aspetos é o tamanho dos poros e a dimensao do espac¢o oco no interior da particula, o
que contribui para uma extensa area de superficie [Adv Drug Deliv Rev. 2008 Aug
17;60(11):1278-88], benéfica para o aprisionamento de uma elevada concentragdo de
moléculas a transportar [Biomaterials. 2004 Feb;25(4):723-7]. As NPs a base de silica
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foram associadas ao transporte de antigénios [ACS Appl Mater Interfaces. 2012
Jan;4(1):235-43], [Virol J. 2012 Jun 12;9:108], de acidos nucleicos [ACS Nano. 2009 Oct
27;3(10):3273-86] e de farmacos [Hyaluronic acid modified mesoporous silica
nanoparticles for targeted drug delivery to CD44-overexpressing cancer cells].

1.2.3.2. Atividade anti-microbiana das Nanoparticulas inorganicas

Varios tipos de NPs coloidais sdo capazes de exercer atividade bactericida [Trends
Biotechnol. 2012 Oct;30(10):499-511], tais como NPs magnéticas [J Microbiol Methods.
2011 Jan;84(1):41-5], NPs metalicas [Environ Sci Technol. 2009 Oct 1;43(19):7285-90] ou
outras formas de NPs inorganicas, como as NPs de silica [Biomaterials. 2009
May;30(14):2782-9]. Os mecanismos de acdo incidem principalmente na formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que atuam sobre os acidos nucleicos, lipidos e
proteinas essenciais a sobrevivéncia das bactérias [Appl Environ Microbiol. 2008 Feb;
74(4): 977-986.], [Langmuir. 2010 Mar 16;26(6):4429-36]. Estas substancias poderdo
funcionar como alternativas a antibidticos no combate a bactérias multirresistentes
[ACS Nano. 2014 Oct 28; 8(10): 10682—-10686].

Recentemente, associaram-se propriedades anti-virais a certos tipos de NPs coloidais
[Langmuir, 2012, 28 (20), pp 7646—7656], [J Nanobiotechnology. 2011 Aug 3;9:30], o que
poderd abrir caminho ao desenvolvimento de novos métodos de terapia e prevencdo de
infecGes [J Nanobiotechnology. 2010; 8: 15]. Embora n3do haja consenso na explicacdo
destas propriedades, avanca-se que as NPs desvirtuam lipidos membranares e proteinas
responsaveis pela infecdo [J Nanobiotechnology. 2005 Jun 29;3:6.], [DARU Journal of
Pharmaceutical Sciences 2009. 17(2):88-93.].

Embora estas propriedades anti-microorganismos se devam aos materiais per se, pois
também s3ao encontradas quando estes materiais estdo num estado bulk, as
nanoestruturas sao descritas como sendo mais eficientes na promocao de condicdes
assépticas [Bioresour Technol. 2011 Jan;102(2):1516-20], [J Nanobiotechnology. 2011
Aug 3;9:30].

1.2.3.3. Toxicidade associada as Nanoparticulas inorganicas

Apesar dos nanomateriais serem muitas vezes anunciados como biocompativeis, ndo-
imunogénicos e ndo-téxicos, ndo se pode descurar os potenciais efeitos nefastos na
saude e no ambiente, pelo que os produtos da nanotecnologia devem ser avaliados
nesta vertente de forma rigorosa, em especial quando o destinatdrio é o ser humano
[Small. 2008 Jan;4(1):26-49]. Para além do mais, ainda que a informacdo relacionada
com a toxicidade de vérios materiais inorganicos, no seu estado macroscépico, esteja
bem documentada [Food and Chemical Toxicology 47 (2009) 583-591], os perigos a
longo prazo dos nanomateriais sdo frequentemente distintos [Mol Pharm. 2011 Dec
5,;8(6):2101-41]. Tomando como exemplo, as NPs de ferro sdo descritas como
“biocompativeis” por o ferro estruturante ser metabolizado e incorporado na
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homeostasia do organismo [Radiology. 2003 Dec;229(3):838-46]. No entanto, muitos
autores descrevem estudos em que as NPs de ferro apresentam elevados indices de
toxicidade celular [Int J Nanomedicine. 2010; 5: 983-989], [Toxicol Appl Pharmacol.
2010 Jun 1;245(2):272-9].

1.2.4 Particulas derivadas de virus

1.2.4.1 Virus como transportadores de moléculas biologicamente ativas

Os vetores virais consistem em virus geneticamente modificados por forma a limitar ao
maximo a sua capacidade de replicacao e de infecao do hospedeiro [Adv Drug Deliv Rev.
2008 May 22;60(8):915-28]. O seu genoma foi modificado com material genético que
seja de interesse transportar, i. e., genes que codifiquem proteinas que terdo uma agao
terapéutica [Gene Ther. 2000 Oct;7(20):1744-52] ou preventiva [J Virol. 2001 Dec;
75(23): 11474-11482], [Vaccine. 2005 Jan 11;23(8):1029-36], ou genes que alterem o
conteudo genético das células-alvo [Lancet. 2007 Jun 23;369(9579):2097-105].
Exemplos de virus que ja mostraram alguma taxa de sucesso em estudos clinicos e pré-
clinicos incluem adenovirus [Vaccine. 2005 Jan 11;23(8):1029-36] e o virus da Variola do
candrio [J Infect Dis. 2001 Apr 15;183(8):1171-9].

As elevadas taxas de transfecdo dos vetores virais assentam na capacidade inata dos
virus invadirem células e promoverem a expressao do seu material genético (Mansouri
et al., 2004). No entanto, sdo consensuais as desvantagens apresentadas em relacdo a
outros tipos de vetores: vetores virais podem causar mutagéneses e respostas
imunitarias especificas e/ou inespecificas (Jayakumar et al., 2010; Yin et al., 2014), além
de terem um limite baixo em termos da quantidade de material genético que podem
transportar (Nayerossadat, Maedeh, & Ali, 2012). Por terem tropismos naturais para
certos tecidos e células, apresentam reduzida direcionalizacdo para as células-alvo
pretendidas e especificidade da entrega (Jayakumar et al., 2010), o que ndo vai de
encontro aos objetivos terapéuticos com que sao transformados (Rollier et al., 2011;
Waehler et al., 2007). Além disso, a producdo é teoricamente mais dispendiosa (Khalil
et al., 2006) pois as orientacBes internacionais exigem instalacdes com niveis de
seguranca bioldgica (NSB) no minimo de 2, como é exemplificado pela legislacdo em
vigor nos Estados Unidos da América (Chosewood, Wilson, Centers for Disease,
Prevention, & Health, 2009). Especula-se que os vetores virais tém ainda de enfrentar
uma maior atividade das células do sistema imunitdrio comparativamente a outras
formas de transportadores, devido aos anticorpos que se formam apds o primeiro
contacto com o virus (seja este por infecdo natural ou por tratamento clinico) e que
tendem a dificultar administracGes posteriores (Peters et al., 2013; Thomas et al., 2003);
se bem que Halbert e colaboradores (2000) propuseram a combinacdo de diferentes
serotipos do mesmo virus parental como maneira de obter virus menos imunogénicos.
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Uma das maiores limitacdes dos vetores virais € ndo conseguirem transportar outras
moléculas bioativas, de origem sintética (como péptidos e outros compostos organicos
ou inorganicos), para além do material genético (Pichon et al., 2010), contrariando a
versatilidade associada aos vetores ndo-virais. Recentemente, houve tentativas de
acoplar NPs de ouro [Nano Lett. 2006 Apr;6(4):587-91] ou de 6xido de ferro [Hybrid
Nanoparticles for Magnetic Resonance Imaging of Target-Specific Viral Gene Delivery] a
vetores virais para induzir hipertermia de tumores ou formular agentes de imagem,
respetivamente. Também hd o objetivo de ultrapassar os tropismos naturais que os
vetores virais apresentam e que impedem que sejam direcionados para outras células;
[Mol Ther. 2004 May;9(5):712-20] exploraram os efeitos de se adicionar a superficie de
adenovirus um ligando especifico para o recetor CD40 das células dendriticas (DC) a fim
de aumentar a eficacia de transfecdo nestas células.

1.2.4.2. Particulas tipo virus

As particulas tipo virus (VLPs) sdo complexos proteicos artificiais inspirados em virus
[Vaccine. 2014 Jan 9;32(3):327-37]. Relativamente a vetores virais e virus inalterados, as
VLPs apresentam menos riscos de viruléncia, pois ndo sé nao contém o material genético
viral (do mesmo modo que os vetores virais), como também sdo estruturas a base de
proteinas produzidas por tecnologia de DNA recombinante e purificadas de outros
componentes virais [Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2011 Mar-
Apr;3(2):174-96]. Apesar disto, ndo deixam de ter caracter antigénico semelhante aos
virus parentais, pois mimetizam-nos na forma e estrutura: as VLPs servem-se da
tendéncia natural que proteinas, derivadas dos envelopes ou dos capsideos dos virus,
tém em aglomerar-se e reconstituir esses componentes para ativar o sistema imunitario
(util se objetivo é a vacinagdo, caso contrario podera constituir um handicap) [Wiley
Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2011 Mar-Apr;3(2):174-96], [Nat Rev Drug
Discov. 2011 Jul 1;10(7):521-35].

Em comparacdo com os vetores virais, a producdo de VLPs é um processo simples e nao
muito dispendioso [Nat Rev Drug Discov. 2011 Jul 1;10(7):521-35]. Estas particulas
também possuem tropismos naturais, mas podem ser facilmente funcionalizadas com
anticorpos ou péptidos para uma entrega seletiva [Bioconjug Chem. 2005 Nov-
Dec;16(6):1572-9]. E é ai que reside uma das mais-valias das VLPs: podem transportar
varios tipos de moléculas biologicamente ativas de origem exdgena, nomeadamente
proteinas [J Allergy Clin Immunol. 2006 Jun;117(6):1470-6] ou agentes de contraste [J
Am Chem Soc. 2008 Feb 27;130(8):2546-52].

As VLPs foram as primeiras particulas nano a chegar ao mercado das vacinas, com o
objetivo de imunizar contra o virus da Hepatite B [Vaccine. 1990 Mar;8 Suppl:S74-8;
discussion S79-80], seguindo-se novas geracdes cada vez mais eficientes [Vaccine. 2001
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Oct 12;20(1-2):92-7]. Simultaneamente, esta foi também a primeira vacina
recombinante [Vaccine. 2014 Jan 9;32(3):327-37]. Outra vacina VLP ja disponivel
comercialmente é a vacina contra o virus do papiloma humano [MMWR Morb Mortal
Wkly Rep. 2010 May 28;59(20):626-9] usada na prevengao de varias formas de cancro,
sendo de destacar o cancro do colo do utero [Clin Dermatol. 2014 Mar-Apr;32(2):227-
34].

1.3 Nanoparticulas e as vantagens da sua aplicacdo em vacinas

De entre as diversas aplicacdes da nanomedicina, a drea da prevenc¢do, nomeadamente
o desenvolvimento de novas vacinas ou de novas formulagdes de vacinas tem
experimentado um grande interesse por parte da comunidade cientifica. As
nanoparticulas desenhadas com o propdsito de terem uma fun¢do de adjuvante em
vacinas vém revolucionar um campo da saude publica de grande importancia para a
humanidade, a par de melhorias na alimentacdo ou de novas praticas de higiene
(Greenwood, 2014; Rappuoli et al., 2014).

As primeiras vacinas (e ainda hoje se aplica este principio) baseavam-se num principio
de exposicdo de cada individuo a microrganismos infeciosos mortos, ou vivos mas
atenuados (Rappuoli et al., 2014), para prevencao de um largo grupo de doencas, pois
promovia-se em cada pessoa vacinada, respostas imunitdrias adaptativas e especificas
para um antigénio e imunidade de longo-termo ante posteriores encontros com o
mesmo antigénio (Silva et al., 2016). O resultado foi a erradicacdo de infecGes com
grandes taxas de propagacdo nas populacdes e mortalidade, tais como poliomielite,
variola e até sarampo (Borges et al., 2010; Manmohan, 2013).

No entanto, a aplicacdo de vacinas ndo surtiu efeitos em doencas crénico-infeciosas,
como Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou tuberculose, nem em doencgas
ndo-infeciosas, como a maioria das multiplas formas de cancro e doengas neuro-
degenerativas, sendo que, estas Ultimas, estdo a tornar-se nas principais causas de
mortalidade a nivel mundial (Rappuoli et al., 2014). Isto abriu espaco para o
desenvolvimento e aplicacdo de novas tecnologias na pesquisa de vacinas, entre as quais
tecnologia de DNA recombinante (notabiliza-se o desenvolvimento de uma vacina
contra a hepatite B, descrito por Stevens et al. (1987)), ou formulacdo de vacinas
conjugadas (conjugacdo de antigénios proteicos a partes da capsula bacteriana para
inducdo de respostas imunitarias em criangas, como é modelo a vacina contra
Haemophilus influenzae do tipo b (Black et al., 1988)), promovendo uma investigacao
mais racional.

No inicio do século passado iniciou-se um desenvolvimento de vacinas mais racional e
menos empirico (Rappuoli et al., 2011, 2014), como sdo modelo as
vacinas de sub-unidade, arquitetadas para fazer face aos perigos de muitos
microrganismos infeciosos [Adv Drug Deliv Rev. 2008 May 22;60(8):915-28]. Esta politica
de vacinar individuos, com vacinas de composicao mais simples é pratica atual, como é
exemplo a vacina recombinante contra o virus da Hepatite B (JAMA. 1987 May
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15;257(19):2612-6). Mas estas proteinas recombinantes sdo geralmente muito pouco
imunogénicas, pois perderam muitas das moléculas imunoestimuladoras presentes no
patogénio original [Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2011 Mar-
Apr;3(2):174-96].

A solucdo para conseguir obter vacinas igualmente eficazes, quando comparadas com a
vacinas constituidas pelo microrganismo inteiro (inativado ou vivo atenuado), passa
pelo uso de adjuvantes, i. e., substancias que potenciam a resposta imunitaria contra
determinado antigénio, como moléculas imunoestimuladoras, ou sistemas de entrega
[Hum Vaccin Immunother. 2016 Apr 2;12(4):1056-69]. As NPs poderdo ser um trunfo no
desenvolvimento de novas vacinas: por um lado, poderdo elas mesmas ser
imunogénicas (vetores virais e VLPs) e modular a resposta imunitdria que o organismo
dd quando é confrontado com o antigénio; por outro lado, poderdo co-transportar
moléculas que ativam o sistema imunitdrio inato e entrega-las a células-alvo
[Nanomedicine (Lond). 2014 Dec;9(17):2657-69].

Como as nanoparticulas tém de interagir com as células do sistema imunitario para
gerar uma resposta imunitdria, i. e., tém de ser reconhecidas, internalizadas,
processadas e apresentadas pelas células apresentadoras de antigénio (APCs) a outras
células efetoras, torna-se imperativo conhecer com pormenor estes processos, quer
para diminuir a toxicidade do material particulado (NPs) e do que |Ihe esta associado,
quer para obter um processo de vacinagdo mais eficiente e eficaz [Hum Vaccin
Immunother. 2016 Apr 2;12(4):1056-69]. Por conseguinte, o 22 capitulo desta
monografia é dedicado as diferentes formas das células imunitarias internalizarem as
NPs. O 32 capitulo relata o mecanismo de cross-presentation, uma via alternativa das
APCs apresentarem antigénio aos linfocitos T CD8+ e assim promoverem imunidade
celular, um dos pontos em que as vacinas atualmente disponiveis falham e que permitira
progressos face a doencas cancerigenas ou doencgas que resultem de infecbes por
patégenos enddgenos, como maldria ou SIDA [Int J Pharm. 2013 Jan 2;440(1):27-38].
Esta via da cross-presentation, para que seja explorada e se tire partido dela do ponto
de vista clinico, requer que o material particulado seja internalizado por apenas alguns
mecanismos de endocitose, o que evidencia a importancia de estudar as vias
endociticas.
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2. Internalizagao de nanoparticulas em células

As células, como sistemas abertos, trocam materiais com o exterior, desde particulas
de tamanho reduzido (como iGes) até macromoléculas também importantes a nivel
biolégico. As membranas (tanto a celular como as presentes em organelos)
compartimentam meios contendo diferentes moléculas a diferentes concentragdes,
consonante com a quimica exigida (Doherty & McMahon, 2009; Monnard & Deamer,
2002). Essa compartimentacdo é chave para manter a integridade celular (Monnard &
Deamer, 2002), pois processos bioguimicos de outra forma inconcilidveis podem ocorrer
na mesma célula (Canton & Battaglia, 2012).

Tal como outros materiais, as NPs sdo internalizadas nas células eucariotas através de
mecanismos complexos que necessitam da intervencdo de lipidos e/ou proteinas
(Panariti et al., 2012). Uma internalizagdo ideal garante ndo sé eficiéncia no processo
em que a NPs intervém e na sua direcionalizagdo para células-alvo (Oh & Park, 2014),
como também menor toxicidade e efeitos secundarios (Hillaireau & Couvreur, 2009) ao
serem minimizados os contactos com células/tecidos/6rgdos que ndo sdo o alvo
pretendido (Khalil et al., 2006). O conhecimento exato das vias de internalizacdo
celulares é fundamental para a formulacdo de particulas mais seguras e mais eficientes
na sua aplicacdo biomédica (Hillaireau & Couvreur, 2009; Khalil et al., 2006). Essas vias
de internalizagdo dividem-se em transporte passivo e transporte ativo.

2.1 Tipos de vias de internalizacdo de nanoparticulas

Transporte passivo compreende varios mecanismos de internalizacdo, como difusdo
simples ou difusdo facilitada, que permitem o transporte de pequenas moléculas tendo
em conta um gradiente de concentragdes, sem conduzir a gastos de energia para as
células (Panariti et al., 2012; Roger et al., 2010). Ao nivel da difusdo simples através de
membranas celulares, hd uma aparente tendéncia das moléculas assim internalizadas
terem um certo caracter hidrofdbico (Roger et al., 2010). Particulas sollveis em agua
apenas conseguem penetrar a membrana na presenca de transportadores
membranares ou canais responsaveis pelo seu transporte (difusdo facilitada)
(Szachowicz-Petelska et al, 2001). Apesar das nanoparticulas ndo poderem, em teoria,
penetrar barreiras membranares devido ao seu tamanho (ndo deixam de ser estruturas
supra-moleculares), pode acontecer que libertem os compostos que transportam ao
interagir com as membranas e que estes entrem por difusdo passiva por serem mais
pequenas (Roger et al., 2010). As células mais utilizadas como modelo para estudo de
difusdo passiva de particulas sdo os gldbulos vermelhos, por ndo possuirem maquinaria
endocitica (Treuel et al., 2013).

O transporte ativo (Figura 6), no qual estdo envolvidos gastos de energia celular, é
também denominado de endocitose e tradicionalmente dividido em fagocitose e
pinocitose (Canton & Battaglia, 2012); neste ultimo ha, além dos solutos, a entrada de
fluidos extracelulares. A funcdo da endocitose, mecanismo indissociavel da exocitose
(via que permite saida de material do interior das células para o meio exterior) na
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promocdo da homeostasia celular (Canton & Battaglia, 2012), ndo se resume a entrada
de nutrientes mas também as vias de sinalizacdo celular ou até a apresentacdo de
antigénio (Canton & Battaglia, 2012; Doherty & McMahon, 2009). A endocitose é a
principal via explorada por virus e bactérias para entrar nas células (Canton & Battaglia,
2012), pelo que o sistema imunitario evoluiu por forma a detetar e reconhecer estes
patogenios baseado no seu tamanho, forma ou composi¢cdao quimica (Underhill &
Goodridge, 2012; Xiang et al., 2006). Posteriormente, as células produzem uma resposta
imunitdria apropriada a estas caracteristicas detetadas (Underhill & Goodridge, 2012).
Esta estratégia pode ser mimetizada, usando, por exemplo, nanotransportadores com
tamanhos préximos de virus ou bactérias com intuito de desenhar vacinas eficazes (Fifis
et al., 2004; Xiang et al., 2006).

As vias pinociticas sdo constituidas por macropinocitose, endocitose mediada por
clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose dependente de clatrina e de
caveolina (Hillaireau & Couvreur, 2009).

Uma particula experimenta determinado tipo de transporte dependendo do seu
tamanho (e de outras caracteristicas, como a forma, as espécies quimicas de superficie
ou a carga), mas a sua forma de internalizacdao ndo esta dependente de uma Unica via
(Dobrovolskaia et al., 2013; Franca et al., 2011; Hillaireau & Couvreur, 2009).

F' it Endocitose Endocitose Fem inocitose-: ~ Endocitose
EERGIONE mediada por mediada por £ g 'ndfpte.ndentde fe
3 2 clatrina e de
clatrina caveolina

caveolina

Figura 6- Transporte ativo de material em células. Adaptado de Hillaireau & Couvreur,
20009.

2.2 Vias fagociticas

A fagocitose é importante no papel de defesa do organismo contra agentes externos
infeciosos e particulas externas inertes, como as nanoparticulas. Também tem uma
fungdo na limpeza de células em apoptose, a que se podem seguir importantes eventos
gue conduzam a tolerancia de certos antigénios por parte do sistema imunitario
(Trombetta & Mellman, 2005). A fagocitose ocorre preferencialmente em células
especializadas para tal (fagdcitos profissionais), como macréfagos, mondcitos e células
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dendriticas (Duncan & Richardson, 2012; Trombetta & Mellman, 2005; Zhao et al.,
2011). Também pode ocorrer numa segunda linha de células, como nas células
endoteliais e epiteliais, mas numa extensdo muito menor (Hillaireau & Couvreur, 2009;
Xiang et al., 2006).

A fagocitose pode ser descrita como o reconhecimento das particulas pelas opsoninas,
ligacdo destas as particulas e internalizacdo por parte das células, i. e. fagocitose
mediada por recetor (Figura 7). Opsoninas sao proteinas que tornam as NPs externas
visiveis para as células fagociticas. Entre os exemplos destas proteinas, destacam-se as
proteinas do complemento e as imunoglobulinas. Apds ligagdo as particulas, as
opsoninas sdo reconhecidas pelos recetores celulares e as particulas sdo internalizadas
com recurso a microfilamentos de actina, formando a estrutura intracelular fagossoma,
com a actina em redor destes. Observa-se a fusdo do fagossoma com endossomas e, por
ultimo, com lisossomas, formando-se o fagolisossoma.

Opsonizagado Adesdo e internalizagdo Formacao de Formacgdo de
fagossoma fagolisossoma

— ©
Legenda: ~7 Actina l

Y ImunoglobulinaG Y Recetor da Imunoglobulina G
® Proteina do complemente ~  Recetor Proteina do complemento

“™\ Outras opsoninas B Vesicula hidrolitica

Figura 7- Representacdo da Fagocitose de material exdgeno. Adaptado de Hillaireau &
Couvreur, 2009.

Para que a internalizacdo de material seja mais eficiente, as particulas devem ter um
tamanho entre 250 nm a 3000 nm (Hillaireau & Couvreur, 2009). No entanto,
recentemente refutou-se a crenca que apenas particulas de tamanho superior a 500 nm
sdo susceptiveis de serem fagocitadas (Dobrovolskaia et al., 2013), o que sugere que
outras caracteristicas fisico-quimicas das particulas (como quimica de superficie) tém
relevo na eficacia da internalizacdo (Hillaireau & Couvreur, 2009).

NPs carregadas (quer negativa, quer positivamente) sdo mais facilmente reconhecidas
pelas opsoninas, e assim fagocitadas (Dobrovolskaia et al., 2013; Hillaireau & Couvreur,
2009).

Quanto a internalizacdo por fagocitose dependente da forma, parece ndo haver
consenso; pensa-se que esta fagocitose estd dependente da forma e do local da
particula onde a opsonina se liga; p. ex., num nanomaterial céncavo, os locais mais
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esféricos sdo mais propensos ao reconhecimento (Hillaireau & Couvreur, 2009). Assim,
particulas muito achatadas como nano-bastées de ouro ou nanotubos de carbono tém
tendéncia a permanecer mais tempo em circulacdo livres da internalizacdo por
fagocitose, por serem mais dificilmente reconhecidas por opsoninas que particulas
esféricas (Arami et al., 2015).

Em termos de rigidez, as células fagociticas preferem particulas mais rigidas (Panariti
et al.,, 2012).

2.3 Vias pinociticas
2.3.1 Macropinocitose

A macropinocitose, ao contrario da fagocitose, é praticada por qualquer célula.
Consiste numa protusdao de membrana guiada por actina (Figura 3), que envolve as NPs,
formando-se macropinossomas. Estes internalizam particulas entre 1 um a 5 um. O
macropinossoma acaba por se fundir com lisossomas, acidificando. Esta via ocorre para
internalizacdo de NPs de grandes dimensdes e, para algumas NPs de carga positiva
(Hillaireau & Couvreur, 2009; Panariti et al., 2012; Panyam & Labhasetwar, 2003). DCs
usam esta forma de endocitose para vistoriar continuamente o fluido extracelular em
busca de antigénios ou danger signals que possam iniciar uma resposta imunitaria
(Benne et al., 2016).

2.3.2 Endocitose mediada por clatrina

No que diz respeito a endocitose mediada por clatrina (uma proteina citosdlica de 3
segmentos), esta pode ser dependente de recetor (NPs possuem ligandos para os quais
as células tém recetores) — ou independente (NPs tém intera¢des hidrofébicas com a
membrana) (Hillaireau & Couvreur, 2009). A internalizacdo (Figura 8) inicia-se com a
interacdo da particula com a membrana (ou com o seu recetor), invaginacdo dessa
regido por acumulacdo de clatrina, cisdo (em relacdo a membrana) da vesicula formada
devido a acdo das GTP-ases dinaminas, formacdo de um endossoma inicial por
desprendimento da clatrina, o qual acidifica e funde com vesiculas pré-lisossdmicas que
contém enzimas, formando assim um endossoma maduro e, por fim, um lisossoma,
onde é provavel a degradacdo do farmaco transportado e do transportador. Quanto aos
recetores internalizados, explorados pelos ligandos presentes na superficie das
particulas, sdo reciclados quando a vesicula passa a um endossoma inicial, retomando o
seu local de origem (Canton & Battaglia, 2012). Este passo de reciclagem é ubiquo a
todas as vias endociticas (Canton & Battaglia, 2012; Hillaireau & Couvreur, 2009).
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Figura 8- llustracdo da
endocitose mediada por
clatrina. Adaptado de
Hillaireau & Couvreur,
20089.
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Ha algumas formas das nanoparticulas escaparem a degradagdo que se processa nos
lisossomas, através do efeito “esponja” de protdes, no qual, devido ao baixo pH nas
estruturas, os grupos nucleofilicos de maior pKa (ex. aminas) ficam protonados,
requerendo o influxo de mais protdes a ATP-ase e a entrada de um anido Cl" (contra-ido)
e de uma molécula de dgua por protdo internalizado (Nel et al., 2009). Ocorre entdo a
ruptura da membrana dos lisossomas, quer pelo aumento do volume de agua no
organelo ou por as crescentes protonagdes provocarem repulsdes electrostaticas entre
particulas de igual carga e o subsequente incha¢o do polimero agir sobre a membrana
(Hillaireau & Couvreur, 2009; Hu et al., 2007; Richard et al., 2013). Exemplo disto é o que
se postula que ocorra com a internalizacao de nanoparticulas de quitosano ou polimeros
contendo PEI (Polyethylenimine) ou outros polimeros catidnicos. No entanto, ndo ha
uma alteracdo real do valor do pH, ja que a ATP-ase vacuolar compensara este efeito
com o aumento do influxo de protGes (Benjaminsen et al., 2013). Atendendo a que
diferentes células do sistema imunitario (neutrdéfilos, macréfagos ou células dendriticas)
apresentam niveis de recrutamento de bombas de protdes para estruturas fagociticas
bastante diferentes (Savina & Amigorena, 2007), espera-se que a extensdao do efeito
esponja varie consoante a célula-alvo.

No entanto, apesar da carga das particulas internalizadas ser entregue no citosol, a
saida do conteldo intra-lisossomal, como enzimas e Ca?*, pode ativar mecanismos
celulares apoptadticos (Nel et al., 2009).
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A endocitose mediada por clatrina ocorre regularmente para algumas NPs carregadas
negativamente, e para NPs a que proteinas costumam adsorver, como as NPs de ouro
(Panariti et al., 2012; F. Zhao et al., 2011).

Para NPs de PLGA, (Hillaireau & Couvreur, 2009) observaram que quanto mais préximo
de 100 nm fosse o tamanho das particulas, maior seria a sua internalizagao por
endocitose mediada por clatrina (Hillaireau & Couvreur, 2009).

Se hd algo que é comum em todas estas vias de internalizacdo é que ndo se pode
relacionar o tipo de NP e a forma de internalizacdo que ocorre, pois ha sempre que
considerar as interferéncias do tamanho, da quimica de superficie, da carga e da forma
(Hillaireau & Couvreur, 2009).

2.3.3 Endocitose mediada por caveolina

A endocitose mediada por caveolina consiste na formacdo de invaginagdes
membranares em forma de frasco rodeadas da proteina dimérica caveolina e
enriquecidas com colesterol e esfingolipidios (Hillaireau & Couvreur, 2009). Este tipo de
endocitose é muito comum nas células endoteliais, nas células do musculo liso e nos
fibroblastos.

O caveossoma, estrutura resultante da cisdo da vesicula contendo a particula
internalizada por esta forma de endocitose, ndo contém vesiculas hidroliticas nem pH
acidico; por isso, esta pode ser uma via preferencial para a entrega de farmacos (muitos
patogénios usam esta via para escapar a degradacao do lisossoma).

2.3.4 Endocitose independente de clatrina e de caveolina
2.3.4.1 Llpid rafts

Outras vias de internalizacdo, independentes de clatrina e de caveolina, envolvem
microdominios presentes nas membranas ricos em colesterol e esfingolipidos chamados
de rafts (jangadas) (Hillaireau & Couvreur, 2009; Lucas, 2001; Roger et al., 2010). Neste
tipo de internalizacdo a célula pode recorrer a caveossomas sem a participacdo de
caveolinas (Hillaireau & Couvreur, 2009).

2.4 Endocitose de Nanoparticulas em células do sistema imunitario

Macrdéfagos e DCs, tidas como APCs, sdo capazes de proceder a uma eficaz endocitose
de material ndo apenas por fagocitose (estas células sdo consideradas fagdcitos
profissionais), mas também por vias pinociticas, como endocitose mediada por clatrina
ou macropinocitose (Garrett et al., 2000; Mercer & Greber, 2013; Xiang et al., 2006). As
células dendriticas, ao maturarem, passam de células com grande capacidade de
internalizar e armazenar antigénio a células com menos potencial de
internalizagdo/endocitose, mas cujas principais fun¢des sdo a degradacdo e a
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apresentacdo de antigénio a linfécitos T (Garrett et al., 2000; Mellman & Steinman,
2001).

Em relagdo a estudos envolvendo a internalizacdo de particulas de pequenas
dimensdes, na ordem de nanémetros ou micrometros, por macréfagos ou DCs, (Lunov
et al., 2011) estudaram (in vitro) os mecanismos de endocitose de nanoparticulas de
poliestireno (diametro médio de 110 nm) em macréfagos humanos. Em meio contendo
soro humano de dadores de grupo sanguineo AB (que possui proteinas plasmaticas
como imunoglobulinas (“ndo necessariamente contra antigénios do sistema AB”) ou
albumina (Whiteaker et al., 2007)), os macréfagos internalizaram as particulas de
poliestireno primariamente por fagocitose ligada ao recetor CD64, um receptor de
Imunoglobulina G (IgG) associado a este tipo de endocitose (Nimmerjahn & Ravetch,
2007, 2008). A simples adicdo de proteinas plasmaticas, capazes de promover
opsonizacao das nanoparticulas (Nel et al., 2009; Owens & Peppas, 2006), ao meio salino
“HBSS” desprovido de proteinas, revelou-se suficiente para que a fagocitose (associada
ao receptor CD64) suplantasse o peso de outras vias endociticas na internalizacao das
nanoparticulas envolvidas no estudo, isto quando a via fagocitica, tanto para particulas
carregadas negativa ou positivamente, representava uma relevancia irriséria na
presenca de meio salino face a endocitose mediada por clatrina e endocitose
dependente de dinamina para NP-COOH e macropinocitose para NP-NH2 (dados
aferidos por uso de inibidores endociticos).

Num estudo envolvendo a internalizagao de Quantum-Dots (QD) em DCs de suino
diferenciadas de mondcitos do sangue periférico (Zhang et al., 2011), observou-se que
apenas QD funcionalizados com acidos carboxilicos (carga de superficie negativa) foram
extensivamente internalizados por mondcitos e DCs, ao contrdrio de QD com PEG (carga
de superficie neutra) ou PEG-NH2 (carga de superficie positiva), o que levou os autores
a prosseguirem os seus estudos relativos aos mecanismos de endocitose com QD de
carga de superficie negativa. Como descrito em outras publica¢cdes (Cruz et al., 2011), a
funcionalizacdo dos QD com PEG poderad ter ocultado estas particulas as DCs, células que
promovem fagocitose.

Os mecanismos com maior responsabilidade na internalizacdo de QD-COOH foram
endocitose mediada por clatrina e macropinocitose. Estimou-se que recetores
scavanger podem reconhecer os QD em estudo. Estas observa¢gdes mantiveram-se
mesmo apos a maturacdo das células dendriticas com LPS, o que contraria uma visdo
classica de que a maturacao das células dendriticas provoca uma diminuicdo ou até uma
cessacdo da capacidade de promover endocitose (Garrett et al., 2000; Platt et al., 2010;
Trombetta & Mellman, 2005), e vem no seguimento de observacdes de que a maturacao
das células dendriticas interfere apenas nas vias macropinociticas e fagociticas nao-
dependentes de recetor (por diminuicdo dos niveis endégenos da GTP-ase Cdc42 na
forma fosforilada ativa (Garrett et al., 2000), enquanto que vias de internalizacdo
mediada por recetor se mantém ativas (Platt et al., 2010). J4 se sabia através dos estudos
de Garrett et al., (2000) que a quantidade de clatrina membranar presente em vesiculas
ndo diminuia com a maturac¢do das células dendriticas.
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2.5 Formas de alterar a eficacia da internalizagao

Existe resisténcia das células a internalizacdo das NPs, por vezes motivada pela
biofisica dos lipidos da membrana. Existe a possibilidade de as membranas poderem ser
mais rigidas por conter determinado tipo de lipidos (colesterol; fornece maior rigidez)
em maior quantidade, o que diminui a permeabilidade membranar (Peetla et al., 2013).
Para ultrapassar esta resisténcia celular, varias estratégias podem ser empregues. Uma
delas é a direcionalizacdo da entrega, que se espera possibilitar a diminuicdo da
quantidade de farmaco necessaria (Pichon et al., 2010). Explorando a diversidade de
recetores (p. ex. transferrina, acido félico, manose) presentes na superficie das células,
a internalizagdo pode ser incrementada combinando ligandos destes recetores com as
NPs (Hillaireau & Couvreur, 2009; Pichon et al., 2010).

Outra estratégia que tem sido seguida por alguns grupos de investigacao é a ligacao
de péptidos com capacidade de penetrar a membrana celular (Cell Penetrating Peptides)
as NPs. Um exemplo é o peptidio ativador de transcricao-trans (peptideo TAT) que, tal
como os peptidios da familia, é hidrofdbico e/ou carregado positivamente (Vives, 2003).
Em estudos com linhas celulares tumorais da glandula mamaria, nanoparticulas de silica
conjugadas com o peptidio TAT conseguiram ultrapassar a resisténcia celular ja que esta
associacdo permitiu aumentar a interacdo das nanoparticulas com os lipidos
membranares (Peetla et al., 2013).

Além desta associacdo com um peptidio, podem ainda usar-se NPs carregadas
positivamente. A carga positiva parece facilitar a internalizacdo ja que ocorre maior
interacdo com as cargas negativas das cabecas dos fosfolipidos da membrana (Peetla et
al.,, 2013). No entanto, e de encontro com o anteriormente discutido, NPs de carga
negativa também conseguem ser eficientemente internalizadas pelas células, através da
interacdo com glicoproteinas da membrana carregadas positivamente (Zaki et al., 2011).

Varias formulagdes particuladas podem ser revestidas por PEG, estratégia inicialmente
aplicada em algumas proteinas, conferindo as NPs um caracter anfifilico. Estas NPs
modificadas tém a capacidade de escapar as opsoninas do sistema imunitario e ao
ataque de proteases e de nucleases, permanecendo mais tempo em fluidos biolégicos
como o sangue (Nel et al., 2009), garantindo a prorrogacdo do tempo de semi-vida do
farmaco e, consequentemente, administracdes mais espacadas (Veronese & Pasut,
2005). A literatura cientifica é rica em exemplos de NPs que tiram proveito da
funcionalizacdo com PEG para persistirem no organismo, como NPs de ouro [Toxicol
Appl Pharmacol. 2009 Apr 1;236(1):16-24], lipossomas [Int J Pharm. 2006 Apr 7;312(1-
2):83-9], ou adenovirus [Biotechnol Bioeng. 2005 Oct 5;92(1):24-34]

Outra forma de tentar ir de encontro a uma internalizacdo de nanomateriais mais bem-
sucedida por parte das células é escolher a via de administragao no organismo a qual
ndo estejam associadas barreiras fisiolégicas que se querem evitar. Vacinas
administradas por via subcutdnea ou intradérmica podem ser vantajosas
comparativamente a vacinas administradas na vasculatura sanguinea (Dobrovolskaia et
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al., 2013; Reddy et al, 2006, 2007), uma vez que no ultimo caso as particulas geralmente
passam por érgdos com funcdes de filtrar o sangue e promover a eliminacdo destas (i.
e. figado e rins), além de haver metabolismo das particulas no figado e subsequentes
alteragdes fisico-quimicas que podem originar respostas diferentes das desejadas
(Arami et al., 2015). Nestes 6rgdos residem células fagociticas como DCs, mondcitos e
macréfagos-residentes que formam o MPS (mononuclear phagocytic system)
juntamente com uma rede de proteinas fibrosas sintetizadas por fibroblastos ai
presentes (Arami et al., 2015; Chow et al., 2011). Ja particulas administradas por via
subcutanea, intramuscular ou intradérmica tendem a passar primeiro por nédulos
linfaticos, o que aumenta a possibilidade de, no caso de vacinas, os antigénios serem
internalizados por APCs que posteriormente apresentam o antigénio aos linfécitos T,
iniciando a resposta imunolégica esperada. O sistema linfatico como alvo da entrega de
farmacos ou antigénios tem varias vantagens (Swartz, 2001): o fluxo de linfa é bastante
menos célere que o de sangue, o que causa menos colisdes entre particulas que possam
por em causa a sua integridade; os nédulos linfaticos funcionam como reservas e sitios
de proliferacdo para células do sistema imunitario que sdo alvos terapéuticos (Nishioka
& Yoshino, 2001) e como pontos de passagem para células tumorais que pretendem
criar metdstases; direcionar esta entrega para ndédulos linfaticos especificos ajuda a
evitar efeitos secundarios sistémicos.

Os nanotransportadores podem ou ndo aproveitar a vasculatura do sistema linfatico
dependendo do seu tamanho: particulas de didametro inferior a 40 nm sdo difundidas
muito mais facilmente pelo fluxo de linfa circulante até aos nddulos linfaticos
(Dobrovolskaia et al., 2013; Reddy et al., 2006, 2007), pois a matriz intersticial (que
circunda as células) é uma rede com uma estrutura capaz de aprisionar particulas de
maiores dimensdes e impedir a sua passagem para vasos linfaticos (Reddy et al., 2007;
Swartz, 2001).

Como ja foi referido, varios fatores impedem a formagao de uma regra que permita
inferir a via escolhida para internalizacgdo com base no tipo da NP em a¢do. Um desses
fatores é o tipo de linha celular, como demonstrado nos trabalhos de Douglas et al.
(2008). Dando como exemplo, sabe-se que quanto mais dependente de clatrina é a via
de internalizacdo celular de uma determinada linha celular, maior a eficacia da
transfecdo em curso, ao contrario de vias mais dependentes de caveolina ( Douglas et
al. (2008).
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3. Influéncia do mecanismo de internalizacdo na resposta imunoldgica a antigénios
encapsulados em nanoparticulas: vias de apresentagdo cruzada (cross-presentation)

Asvias que levam a permanéncia das NPs em lisossomas podem ser muito importantes
quando a NP estd acoplado um antigénio, mas ndo um farmaco, ja que no primeiro caso
pode haver uma digestdo Util do antigénio e consequente apresentacao a células do
sistema imunitario, enquanto que o metabolismo de um farmaco pode alterar a
concentracdo e eficacia do composto ativo (Arami et al.,, 2015). Neste caso, as
nanoparticulas sao direcionadas para células APC. O termo APC refere-se mais
propriamente a habilidade de qualquer célula poder usar as suas proteinas do Complexo
Maior de Histocompatibilidade (MHC) para apresentar peptideos reconhecidos pelos
recetores dos linfocitos T e de outros linfocitos citotdxicos (linfécitos Natural Killer (NK))
(Steinman & Idoyaga, 2010). As DCs, tal como os macréfagos e os linfocitos B, sdo células
profissionais apresentadoras de antigénio ja que expressam (constitutivamente ou ndo)
proteinas MHC Il, detetadas por linfécitos T CD4+ auxiliares, e ainda conseguem
entregar moléculas co-estimuladoras (Owen et al., 2013). As DCs sdo ainda células
acessOrias capazes de controlar a resposta dos linfécitos T, seja esta imunoldgica ou
tolerogénica (Steinman & Idoyaga, 2010).

A maior parte dos antigénios que fazem parte das vacinas segue esta via: apds serem
processados pelas APCs, os péptidos resultantes sdo apresentados aos linfécitos T CD4+
(que tém um papel acessdrio na resposta humoral). Verifica-se que, na maior parte das
situacdes, nao conseguem ser apresentadas diretamente a linfécitos T CD8+
(mediadores da imunidade celular), contrariamente ao verificado para antigénios
internos (Yue et al., 2012). No entanto, a comunidade cientifica tem colocado a hipdtese
dos antigénios encapsulados em NPs, tal como virus de origem externa, conseguirem
ultrapassar isto, pois poderdo ser apresentados pelas células APC a linfécitos T CD8+
(Owen et al., 2013). Esta via designa-se de apresentacdo cruzada de antigénio (cross-
presentation) e surge como resposta as perguntas/ dilemas: 1) Como é que as células
APC profissionais conseguem apresentar antigénios aos linfécitos T CD8+ sem terem de
estar infetadas por virus? 2) Para que qualquer célula infetada consiga ativar linfdcitos
T CD8+ imaturos, tem de expressar moléculas co-estimuladoras, mas essa expressao
esta restrita as células APC profissionais. 3) Como é que antigénios de origem externa,
normalmente apresentados pela via exdgena de apresentacdo de antigénio (que
envolve endossomas e lisossomas e culmina na apresentacdo de peptideos derivados
do antigénio em proteinas MHC |l) sdo apresentados pela via maioritariamente
reservada a antigénios de origem interna (via endégena de apresentacao de antigénio,
que envolve degradacdo dos antigénios proteicos pelo proteassoma e culmina na
apresentacdo em proteinas MHC I)? (Burgdorf & Kurts, 2008; Owen et al., 2013).

Em termos moleculares, o processo de cross-presentation, tal como os estudos e as
revisbes de Savina e Amigorena (Joffre et al.,, 2012; Segura & Amigorena, 2014)
preconizam, tem duas vias possiveis, uma citosdlica e outra vacuolar (Figura 9). Na via
citosdlica, apds a entrada da particula externa na célula e compartimentacdo num

35



David José Caetano Coelho

endossoma, ha a saida da particula para o citosol, a sua digestao até ao grau de peptideo
com as caracteristicas fisico-quimicas requeridas para apresentacdo pelas proteinas
MHC | e, por (possivel) participagdo do transportador TAP (transportador associado com
o transporte de antigénio), da-se o carregamento do peptideo nas proteinas MHC |, seja
a partir do Reticulo Endoplasmatico ou do endossoma (neste ultimo, apds reentrada do
peptideo neste compartimento celular).
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Figura 9- Vias intracelulares para cross-presentation (em células dendriticas). Adaptado
de Joffre et al., 2012.

Na via vacuolar, tanto a digestdo como o carregamento da particula nas proteinas MHC
| ddo-se no endossoma em que a particula é acumulada ap0ds internalizacdo na célula
(Figura 9).

Apesar de estudos in vitro evidenciarem que varios tipos de APC conseguem realizar
cross-presentation (Segura & Amigorena, 2014), a maioria dos estudos demonstra que
as células dendriticas sdo as principais APC a experienciar cross-presentation in vivo
(Joffre et al., 2012; Owen et al., 2013; Segura & Amigorena, 2014). No entanto, ainda
gue quase todos os sub-tipos de células dendriticas sejam capazes de exercer cross-
presentation a linfécitos T CD8+, a magnitude da resposta que as células T dado difere
entre os sub-tipos (Segura & Amigorena, 2014), com as células dendriticas CD8a+
(residentes em drgdos linfaticos)/ CD103+ (migratdrias, presentes em tecidos) (em rato)
e as células dendriticas homodlogas CD141+ (em humano), a induzirem uma resposta
mais potente (Joffre et al., 2012). Esta homologia travada entre células de diferentes
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espécies que permite considerar “equivaléncias” baseia-se em homologias a nivel
funcional, fenotipico e transcritivo inter-espécies (Guilliams et al., 2014; Satpathy et al.,
2012).

A proposta do mecanismo de cross-presentation como hipdtese para explicar que
antigénios de origem exdgena induzam uma resposta citotdxica conheceu uma miriade
de contra-argumentos (Kurts et al., 2010), como a hipdtese de existirem antigénios que
sdao prontamente degradados e por essa razao nao conseguem ser devidamente
apresentados, a hipdtese das linhas tumorais usadas como modelo de APCs in vivo ndao
mimetizarem por completo as fung¢des das APCs reais, ou a possibilidade de nem todos
os tipos de células dendriticas conseguirem levar a cabo cross-presentation (Kurts et al.,
2010).

Um outro problema conceptual parecia ser se células dendriticas que internalizaram
virus ou células tumorais, ao entrarem em contacto com linfécitos T citotdxicos para
apresentacdo de antigénio e ativacdo da resposta celular, seriam eliminados por estes,
um principio que punha em causa toda a estrutura e fungao do sistema imunitario (Kurts
et al., 2010). Esta ideia foi refutada pela descoberta que os linfécitos T ndo precisam de
uma estimulagdo continua por parte das DCs para permanecerem ativados, o que nao
Ihes daria tempo para exercer a sua atividade citotdxica contra as APCs, e que ha sub-
tipos de DCs que ndo tém a habilidade de serem intérpretes do mecanismo da cross-
presentation (Kurts et al., 2010).

A possivel influéncia que a via endocitica, pela qual as APCs internalizam as NPs, tem
na resposta imunitdria contra antigénios transportados pelas NPs é uma questdo de
aceso debate entre especialistas [Curr Opin Immunol. 2015 Jun;34:16-21)]. A maioria dos
estudos acaba por ser feito usando apenas antigénios-modelo, como OVA, solubilizados
[Blood. 2012 Sep 6;120(10):2011-20], ou particulados mas associados a restos de
microrganismos [J Exp Med. 2007 Nov 26;204(12):2889-97]. No entanto, parece
consensual que antigénios de origem exdgena gerardo respostas imunitarias mais
vocacionadas para a producao de anticorpos se, ao serem internalizados pelas APCs,
forem prontamente dirigidos para popula¢des de endossomas maduros e lisossomas,
onde sdo rapidamente degradados e apresentados por MHC Il a linfécitos T CD4+ [Front
Physiol. 2015 Jan 30;6:1]. Pelo contrario, se os antigénios forem encaminhados para
populacdes de endossomas num estado prematuro, sdao degradados mais lentamente,
o que advém das condi¢Oes quimicas que ai encontram. Desta forma, aumentam as
chances de serem apresentados a linfécitos T CD8+ pelo complexo proteico MHC |,
ocorrendo cross-presentation [Curr Opin Immunol. 2008 Feb;20(1):89-95]. S6 mais tarde
é que estes antigénios sao encaminhados para populacdes de endossomas mais
maduros ou para lisossomas, onde o ambiente acidico conduz a uma degradacdo célere
e a uma apresentagdao por MHC Il a linfécitos T CD4+ [Curr Opin Immunol. 2008
Feb;20(1):89-95].

A explicagdo para qual das vias segue um antigénio internalizado poderd passar pelos
recetores membranares com que contacta [Curr Opin Immunol. 2008 Feb;20(1):89-95].
Desta forma, poder-se-a tirar partido da funcionalizacdo dos antigénios com ligandos
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conducentes a resposta imunitaria desejada [Curr Opin Immunol. 2008 Feb;20(1):89-
95].
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Conclusdo

As NPs, estruturas particuladas na nanoescala, sdo constituidas por materiais de
origem natural ou sintética, e a possivel biocompatibilidade ¢ proficua no
desenvolvimento de aplicagdes na medicina, entre as quais agentes de contraste em
imagiologia e carriers de farmacos ou antigénio.

Torna-se imperativo conhecer as interagGes das nanoparticulas com tecidos e células,
nao sé para evitar efeitos tdoxicos do material que compde a formulagao farmacéutica
como também por o perfil de resposta ao material transportado variar consoante a via
de internalizacdo celular. Relativamente a formulagdes particuladas que transportem
antigénios, a via endocitica e os recetores associados a essa internalizagao influenciam
a resposta imunitaria obtida, o que permite uma resposta adaptativa mais humoral,
celular ou até imunossupressora consoante a aplica¢do pretendida.

Neste trabalho de revisdao pretendeu-se realcar a importancia que as vias endociticas
podem adquirir na obtencdo da resposta imunitaria desejada a NPs com fungdo de
adjuvante; numa fase inicial, abordaram-se conceitos da rede da nanomedicina, assim
como os mecanismos de endocitose de uma forma generalizada. Por fim, relatou-se o
toépico cutting-edge da cross-presentation, uma hipdtese sugerida nos anos 70 para
explicar alguns paradoxos do campo da imunologia, agora confirmada, e com fortes
possibilidades de levar resultados de estudos de bancada de laboratdrio para a clinica.

No futuro préximo, novas formulacdes de vacinas contendo nanoparticulas, com
implicagdo profilatica ou preventiva, chegarao ao mercado. E se os laboriosos ensaios
clinicos impedem muitas vezes que novas tecnologias sejam aplicadas na saude publica
assim que sdo anunciadas, nunca é de mais ressalvar que sdo regulamentacbes
necessarias, pelo menos enquanto nao houver novas plataformas de testes que
substituam os habituais modelos in vitro e in vivo...
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