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Endocytosis and intracellular trafficking of nanomaterials
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RESUMO
Os avancos recentes da nanotecnologia tém aumentado a utilizacdo de nanomateriais e
nanodispositivos para diagnose, terapias e outros fins tecnoldgicos. O conhecimento da interagao
entre nanomateriais e meios biolégicos permite a descoberta de aplicagdes mais racionais, podendo
ajudar a entender e antever os seus efeitos adversos e citotdxicos. A endocitose é um processo
bioldgico dependente de energia que esta envolvida na internalizacdo de nanoparticulas pelas
células, e depende de eventos orquestrados que requerem o funcionamento coordenado dos lipidios
e proteinas da membrana plasmatica. Estudos que visam investigar em detalhes a endocitose e o
trafego intracelular de nanoparticulas sdo indispensaveis para compreensdo de mecanismos
celulares ainda inexplorados e permitem projetar novas fungées, que consequentemente auxiliam na
escolha de aplicagdes biomédicas da nanotecnologia. Nesse contexto, esta revisdo visa conceituar as
principais vias de endocitose utilizadas no estudo da internalizacdo de nanomateriais em células
eucariodticas. Além disso, alguns destinos intracelulares de nanomateriais serdo discutidos para
auxiliar nos estudos do processamento celular de nanoparticulas e desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas.
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ABSTRACT
Recent advances in nanotechnology have increased the use of nanomaterials and nanodevices for
diagnostic, therapeutic and other technological applications. The knowledge about the interaction
between nanomaterials and biological media allows the development of more rational applications,
as well understand and anticipate adverse and toxic effects resulting from this interaction.
Endocytosis is an energy-dependent biological process responsible for internalization of
nanoparticles, which depends on orchestrated events that require lipids and plasma membrane
proteins functioning. Studies that aim to investigate in detail the endocytosis and intracellular
trafficking of nanoparticles are essential for understanding cellular mechanisms, which in turn help to
select its biomedical applications. In this context, this review aims to conceptualize the main routes
of endocytosis used to study the internalization of nanomaterials in eukaryotic cells. In addition, we
discuss some intracellular trafficking of nanomaterials to aid in studies of the cellular processing and
development of new therapeutic tools.
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COMO OS NANOMATERIAIS ENTRAM NAS
CELULAS?

Estruturas em escala nanométrica, incluindo
nanoparticulas, sdo abundantes na natureza e
estdo presentes em nosso planeta ha bilhdes de
anos'”. Os exemplos mais comuns nos quais
podemos encontrar estruturas em nanoescala
sdo leite, pdlen, fumacga, emissdes vulcanicas,
além de alguns micro-organismos, como virus e
bactérias. A vida na Terra evoluiu em presenca
de nanoestruturas, de modo que a interagdo e
internalizacdo delas ndo é uma novidade.
Existem até mesmo evidéncias de um meca-
nismo de internalizacdo rudimentar em seres
mais primitivos como bactérias®. O facto da
interagdo entre nanomateriais e células ndo ser
um evento recente na natureza leva-nos a
pensar que, durante esse tempo, as células
desenvolveram mecanismos para internalizar e,
muitas vezes, metabolizar nanomateriais®. Um
exemplo disso é a defesa desenvolvida pelas
células contra patdgenos intracelulares, seguida
da co-evolucdo dos patdgenos para desenvolver
estratégias moleculares para escapar desses
mecanismos”®. Essa coevolucdo dificulta o
desenvolvimento sistemas eficientes de carrea-
mento de farmacos ou genes para liberacdo
intracelular®. Nas células eucariéticas, animais e
vegetais, o principal mecanismo de internali-
zacdo, também utilizado pelos nanomateriais, é
a endocitose.

A endocitose é um processo biolégico depen-
dente de energia, vital para células eucaridticas
e altamente conservado entre tipos celulares e
espécies. Ela acontece com o dinamico rear-
ranjo da membrana, dos microtibulos, dos
filamentos de actina e filamentos intermedia-
rios que sdao componentes do citoesqueleto da
maioria das células eucaridticas'’®. Normal-
mente as células utilizam-se da endocitose para
internalizar nutrientes, realizar transdugdo de
sinais, modular a composicdo da membrana
plasmatica, reciclar recetores de membrana e
fazer o transporte através de células endoteliais
(transcitose)'* ™. Durante a endocitose, uma
porcdo da membrana plasmatica sofre inva-
ginacdo e forma uma vesicula lipoproteica na
porcdo interior da célula, que é entdo liberada
no citoplasma. Portanto, essa vesicula é consti-
tuida de uma por¢do da membrana plasmatica,
bem como constituintes do meio externo confi-
nados em uma vesicula intracelular (Fig. 1). A
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endocitose pode ser classificada em fagocitose e
pinocitose. A fagocitose é desempenhada por
células do sistema imunoldgico, principalmente
por fagdcitos profissionais, como os mondcitos,
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e
mastdcitos’™**.  Nesse processo, as células
internalizam materiais exdgenos, geralmente
com didmetros maiores que 750 nm, para
formar um fagossomo que serd processado no
interior da célula. J& na pinocitose a vesicula
endocitada é chamada endossomo e essa via é
virtualmente presente em todos os tipos celu-
lares. A pinocitose pode ser dividida em endoci-
tose mediada por clatrina, endocitose mediada
por caveolina, macropinocitose ou endocitose
clatrina-caveolina independentes”.

A internalizacdo de nanoparticulas depende
de eventos orquestrados que requerem o
funcionamento coordenado dos lipidios e
proteinas da membrana plasmatica.

Varios aspetos sdo importantes para deter-
minar a internalizagdo de um nanomaterial,
como o tipo de interacdo que ele estabelece
com a membrana plasmatica, sua forma e
composi¢do, além de seu tamanho e
revestimento™'*™. A via de internalizagdo sera
determinada por uma série de fatores, incluindo
as propriedades fisico-quimicas dos nanoma-
teriais (tamanho, composicdo quimica, carga,
funcionalizacdo da superficie, reatividade super-
ficial, adsorcdo superficial, etc.)®. Nas secdes
seguintes essas vias serdo melhor detalhadas e
relacionadas com a endocitose de nanoma-
teriais.

Endocitose mediada por Clatrina

A endocitose mediada por clatrina (EMC) é
um dos mecanismos de internalizagdo em
células eucarioticas mais estudados e foi inicial-
mente observado por Roth e Porter em 1964 ao
investigarem a endocitose de proteinas em
gema de oocisto do mosquito Aedes aegypti'’.
Apds alguns anos, Pearse (1975) avaliou a
formacdo de vesiculas em membranas sinap-
ticas por microscopia eletrbnica, observou uma
estrutura proteica que revestia as vesiculas em
formacdo, a qual era capaz de interagir com
outras moléculas e serem transportadas para
compartimentos celulares especificos. Portanto,
Pearse propds que se tratava de um importante
exemplo de uma classe de proteinas,
denominando-a de clatrina®.



A EMC é considerada uma “rota classica de
internalizacdo, responsdvel pela absorcdo de
varios nutrientes essenciais a sobrevivéncia
celular. Esta via endocitica também desempe-
nha um papel importante na internalizagao de
complexos de recetores de membrana,

transportadores de metais, moléculas de adesao

e os recetores de sinalizagdo, citocinas,
neurotransmissores, patdgenos, antigenos e
lipoproteinas'®??. Outras fun¢des da EMC

incluem a regulacdo negativa da sinalizacdo
celular por internalizagdo ou degradagdo de
recetores e manutenc¢do da homeostase celular,
por exemplo, por meio de bombas de ions de
trafico intracelular’*®?®?*. O mecanismo de
formacgao relacionado com a EMC envolve a
formagdao de uma vesicula a partir da
polimerizagdo de wuma proteina citosdlica
chamada clatrina-1, que também requer o
auxilio proteinas adaptadoras AP180 e AP-22%%*,
A clatrina é uma proteina composta por
estruturas denominada  trisquélions, que
possuem trés cadeias pesadas (~190 kDa) e trés
cadeias leves (~25 kDa). Os trisquélions
configuram-se para gerar uma estrutura hexa-
gonal e pentagonal, que propicia a formacdo da
curvatura da membrana®”®?. A vesicula
revestida por clatrina possui aproximadamente
100-200 nm de didametro, sendo formada a
partir da constricdo da membrana invaginada
pela GTPase dinamina, que libera a vesicula no
citoplasma®* . Outro fator importante é a
polimerizacdo de actina e miosina de classe |
para gerar a invagina¢dao da membrana, estru-
turacdo da vesicula revestida, recrutamento
para o citoplasma e cisdo da vesicula. Algumas
proteinas adaptadoras e a proteina miosina VI
também sdo essenciais para o transporte das
vesiculas para endossomos precoces ™.

A EMC pode influenciar no destino ou
degradagdo lisossdmica de nanomateriais. Esse
fator é relevante quando se utiliza
nanoparticulas como carreadores de farmacos
ou genes. No uso de nanoparticulas para
carreamento de farmacos (drug delivery), a
forma pela qual a particula é endocitada pode
fazer com que a nanoparticula seja degradada
pelas enzimas lisossomais e nao chegar ao alvo
destinado.  Estabelecer estraté-gias para
promover o escape dos endossomos e evitar a
degradacdo lisossomal é vital para o sucesso da
terapiaZHO. Por esse motivo, essa via de
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internalizacdo deve ser evitada quando o alvo
do tratamento ndo s3ao os lisossomos, ou
guando o escape dos endossomos ndo querer a
acidificacdo do endossomo.

Endocitose mediada por Caveolina

A endocitose mediada por caveolina é outro
mecanismo que permite a internalizacdo de
nanoparticulas. Caveolinas sdo proteinas de 22-
24 kDa incorporadas na porgdo citosdlica da
membrana plasmatica e com por¢des N- e C-
terminais encontradas voltadas para o
citoplasma®. Quando que essas proteinas s3o
sintetizadas, sdo inseridas na membrana do
reticulo endoplasmatico e levadas pela via
secretora do reticulo, formam complexos homo
e heteroligoméricos no complexo de Golgi e sdo
transportadas para a membrana plasmatica
como conjuntos de aproximadamente 100-200
moléculas de caveolina. E importante ressaltar
gue essas proteinas ndo estao funcionais até a
sua chegada a membrana plasmatica. Ao serem
depositadas na membrana plasmatica, dessem-
penham seu papel bioldgico relacionado ndo sé
a endocitose, mas também a sinalizacdo
celular*®.

A caveolina é encontrada em invaginac¢des da
membrana plasmatica em forma de baldo com
tamanho entre 50-100 nm denominada
cavéolas®.  Encontram-se  associadas  as
cavéolas, microdominios de membrana enrique-
cidas com fosfolipidios, esfingolipidios e coleste-
rol, conhecidos como lipid rafts*>**. As cavéolas
sdo particularmente abundantes em células
endoteliais, as quais podem constituir 10 a 20%
das proteinas da membrana plasmatica. S3o
também encontradas em adipédcitos, fibroblas-
tos e células de musculo liso®>*®. Por outro lado
estdo ausentes em neurénios e leucdcitos™,
ausentes também em algumas linhagens de
células tumorais, como a linhagem de cancer de
préostata PC3%. A caracteristica marcante da
cavéola é a presenga de uma proteina de
membrana com estrutura grampo chamada
caveolina-1 (Cav1), a qual é indispensavel para a
formacdo da cavéola. A Cavl faz com que a
cavéola assuma sua estrutura em forma de
frasco e possa envolver moléculas que se ligam
em sua superficie®. Até 144 moléculas caveolina
foram apontadas na incorporacdo de uma Unica
estrutura caveolar®. Além da Cavl, que esta
presente na maioria das células, ha outras
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isoformas como caveolina-2 (Cav2), a qual
auxilia e facilita a endocitose, porém nao é
essencial para a formacado da cavéola; e a caveo-
lina-3 (Cav3), que é expressa, especificamente,
nos musculos estriados cardiacos e esquelé-
ticos®*?>.

Proteinas como cavina, responsdveis pela
inducdo da curvatura da membrana, e dina-
mina, que realiza a constricdo da membrana
plasmatica liberando o endossomo no cito-
plasma, sdo essenciais para a endocitose.
Também tém participacdo na endocitose
mediada por caveolina as proteinas de
membrana associadas a vesicula (VAMP2 -
vesicle-associated membrane protein) e
proteinas associadas ao sinaptossoma (SNAP -
synapto- some-associated protein), que mediam
a fusdo do endossomo com outras vesiculas
intracelulares, além de outras proteinas como
GTPases™*.

Essa via aparenta ser mais lenta in vitro
guando comparada com a via de EMC. Contudo
0 mais importante é que, em alguns casos, essa
via pode evitar a degradacdo lisossomal*"*%.
Além disso, as vesiculas de cavéola transportam
e se fundem aos caveossomos ou corpos multi-
vesiculares (MVBs), que possuem um pH
neutro®. Por essa mesma razdo, acredita-se que
esta via é benéfica para a entrega de proteinas e
DNA®. Entretanto, essa visio foi guestionada
ap6s a descoberta de que o0s caveossomos
possuem um pH acido, ao contrdrio do que se
acreditava e a discussdo sobre a endocitose
mediada por caveolina como uma Vvia
facilitadora da entrega de ativos permanece em
aberto®**,

Ha relatos na literatura de diversos nanoma-
teriais internalizados pela via da caveolina. Essa
via tem atraido grande atengdo na nanomedi-
cina por ter sido sugerida como via de escape a
degradacdo lisossomal>*®**. Além disso, a
endocitose mediada por caveolina é a via fisio-
l6gica para transcitose. Dessa forma, ela pode
ser empregada para entrega trans-vascular de
nanomateriais, por exemplo para a entrega de
ativos no sistema nervoso central, onde ha a
necessidade de atravessar barreira hematoen-
cefalica®>*™,

Macropinocitose

Macropinocitose pode ser definida como a
internalizacdo de grandes quantidades de mate-
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rial extracelular, e é caracterizada pela movi-
mentagdo da membrana plasmatica induzida
por uma ativacdao global do citoesqueleto de
actina. Essa via envolve a transposicao de
grande quantidade de fluido externo através da
formacdo de ondulagdes na extensdo da mem-
brana plasmatica: as projeces citoplasmaticas
se fundem a membrana como ondas resultando
em grandes vacuolos endociticos, heterogéneos
em tamanho e morfologia, chamados
macropinossomos49’5°. Os macropinossomos
oferecem uma rota eficaz para a endocitose de
macromoléculas ndo seletiveis e sdo faceis de
distinguir de outras vesiculas formadas durante
a pinocitose, uma vez que sdo estruturas
substancialmente maiores (0.5-10 um), ndo
revestidas e que se encolhem durante a sua
maturac3o intracelular™.

Embora a definicdo de macropinocitose
possa dar a impressdao de ser um processo
aleatodrio, trata-se na verdade de um processo
celular muito complexo e bem coordenado™®.
Sabe-se hoje que macropinocitose é um tipo de
endocitose regulada por actina que, ao
contrario dos mecanismos de endocitose acima
discutidos, ndo é conduzida diretamente pela
carga ou pelos recetores associados”. O
processo é geralmente iniciado por estimulos
externos através da ativacdo transiente de
recetores de tirosina quinases (RTKs), que por
sua vez ativam proteinas chave da sinalizacdo
celular, como Ras, PLC e PI3 quinase. Essas
proteinas coordenam as mudangas em
filamentos de actina, gerando uma agitacdo na
membrana plasmatica®>** e essa perturbacdo na
membrana se projeta sobre os fluidos no meio
extracelular. Além disso, membros da familia
Rho e seus efetores também sdo requeridos
para ativagdao da maquinaria de polimerizagdo
de actina e ondulaggo da membrana
plasmatica™.

A macropinocitose tem um papel impor-
tante para a motilidade celular e obten¢do de
nutrientes, consequentemente, é bastante estu-
dada no contexto da progressao e metdstase de
cancer™™’. E importante também para células
diferenciadas, tais como os fagdcitos profissio-
nais que desempenham papéis significativos no
sistema imunolégico, como a endocitose de
antigenos e a liberagdo de corpos apoptodticos e
células necréticas. Além disso, tem sido suge-
rida como uma via endocitica eficaz para a inter-



nalizacdo de drogas nas células. Curiosamente, a
macropinocitose também pode ser induzida por
virus e bactérias. Esses organismos, assim como
protozoarios e prions>>*****°, podem ativar essa
via para invadir as células hospedeiras.

Em relacdo a internalizacdo de nanoparti-
culas, foi descrita recentemente a internalizacdo
de quantum dots através de macropinocitose®.
Nanoparticulas mesoporosas de silica sdo prin-
cipalmente internalizadas em células Hela por
EMC, entretanto, a internalizagcdo via macropi-
nocitose mostrou uma liberacdo mais eficiente
de agentes quimioterapicos nessas células®.
Ademais, a macropinocitose é descrita como
uma das principais vias para a internalizacdo de
nanoparticulas maiores (> 300 nm)®.

Endocitose independente de Clatrina e Caveolina

Atualmente, as vias de endocitose mediadas
por clatrina, caveolina e macropinocitose
podem ser consideradas vias cldssicas, tanto
pelo conhecimento em torno dessas vias, como
ferramentas que dispomos para estuda-las.
Entretanto, as células animais possuem outros
mecanismos de endocitose, que atualmente sdo
menos conhecidos, mas nos ultimos anos vem
se mostrando biologicamente relevante para o
funcionamento celular®. Inicialmente, estas vias
foram caracterizadas em células de mamiferos,
mas estudos mais recentes tém mostrado a
existéncia dessas vias também em outros

organismos modelos como Caenorhab-ditis
elegans, Drosophila melanogaster,
Dictyostelium discoideum e células vegetais® ™’
e fungos®®.

Para mamiferos, ja foi demonstrado na lite-
ratura que parte dos produtos extracelulares,
cerca de 50% de toda atividade endocitaria®,
sdo internalizados independentemente de
clatrina e caveolina’®”*, como fluido extrace-
lular, proteinas ligadas a Glicosilfosfatidilino-
sitol, interleucinas, hormonios de crescimento
entre outros compostos. Tais vias também sdo
utilizadas para a invasao de patdgenos e toxinas,
além de possuirem grande participacdo na
transdugdo de sinais celulares’.

As vias de endocitose independentes de
clatrina e caveolina vém sendo constantemente
exploradas e descritas. Uma série de inibidores
e ferramentas ja vem sendo utilizadas para
caracterizar essas vias®*’*’*. Entretanto, as
distincOes entre essas vias ainda nao sao tao
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evidentes™® e h&, ainda, dificuldade em

encontrar inibidores especificos para carac-
teriza-las®®’*®!, Dentre as principais formas
alternativas de endocitose podemos destacar:
endocitose mediada por flotilina; endocitose
mediada por CDC42; endocitose mediada por
Arf6 e endocitose mediada por RhoA4. A seguir,
cada uma dessas formas de endocitose é
brevemente descrita.

Endocitose mediada por Flotilina

A familia das flotilinas é composta por duas
proteinas altamente homodlogas — flotilina-1 e
flotilina-2 também denominadas, respectiva-
mente, de reggie-2 e reggie-1 — que cumprem
varias fungdes como sinalizagdo celular e inte-
racdo com o citoesqueleto, além da endoci-
tose. Porém nao ha consenso na literatura com
relacdo aos detalhes moleculares do funcio-
namento dessa familia de proteinas®. S3o
proteinas associadas a membranas e também
estdo ligadas a microdominios lipidicos, bem
como as caveolinas. Por isso, flotilinas sdo
consideradas marcadores desses microdominios
lipidicos®®. Além disso, possuem grande homo-
logia estrutural quando comparadas a caveo-
lina-1%%, apesar de n3o possuirem nenhuma
relagio molecular em suas sequéncias®.

Glebov et al. (2006)* colocalizaram floti-
lina-1 em cargas endocitadas e mostraram que o
nocaute de flotilina-1 reduz a internalizacdo da
glicoproteina CD59 na subunidade B da toxina
de célera®. Ja Frick et al. (2007)*° demostraram,
através de micrografias eletronicas, que micro-
dominios ricos em flotilina-1 e flotilina-2 ndo
coincidem com invaginacbes com caveolina-1,
fortalecendo a ideia de que s3o vias distintas®.
Em estudo mais recente, Sorkina et al. (2013)°
relatam que os microdominios de flotilina
podem funcionar também como moduladores
de internalizagdo por clatrina para transpor-
tador de dopamina (DAT) e propdem as floti-
linas como moduladores que podem organizar
microdominios, regulando a mobilidade lateral
de DAT®®. Entretanto, alguns detalhes molecu-
lares da via, como a dependéncia ou indepen-
déncia de dinamina permanece em aberto®.

Para nanomateriais, foi demonstrado que a
internalizacdo de compostos catidnicos (como
lipidios, poliaminas e peptideos) pode ser
mediada por de flotilina-1’>, bem como poli-
plexos catidnicos®’. Além desses exemplos, a
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participacao de flotilina-1 e -2 foi demonstrada
na internalizagao de nanoparticulas de silica em
células epiteliais de pulmdo e células endote-
liais®®. Com os avangos nos métodos de estudo e
a descoberta de novos inibidores para essa via,
em um futuro proximo essa via é forte
candidata para se juntar as vias classicas de
endocitose.

Endocitose mediada por CDC42

A proteina controladora da divisdo celular 42
(Cdc42) é membro da superfamilia Ras e, como
tal, a Cdc42 interage com diversos substratos,
mas principalmente no crescimento celular,
polimerizagdo de actina, mudangas no
citoesqueleto, processamento de RNA e endo-
citose®.

Dentro do seu ambito de acdo, a Cdc42 é
responsdvel pela internalizacdo de proteinas
ancoradas em Glicofosfatidilinositol  (GPI)
desagrupadas na membrana, como também
internalizacdo de grande volume de fluido
extracelular e toxinas ligadas a lipidios™. Cada
vez mais estudos tém demonstrado que esse
mecanismo pode constituir uma via alternativa
a clatrina e caveolina™®®, Nesse caso, o
funcionamento da via endocitica se inicia com a
porcdo C-terminal da Cdc42, ligando-se aos
lipidios presentes na membrana celular'!, mais
especificamente a fosfatidilinositol 4,5-bifos-
fato de sitios enriquecidos com esfingomielinas
e colesterol, formando nanodominios***%. Esses
dominios nanométricos sdo essenciais para a
internalizacdo, pois parecem funcionar como
sinalizadoras deste mecanismo de inter-
nalizagdo®’, além de serem sensiveis a remocao
de colesterol da célula®™.

Com a formagdo dos nanodominios, ha o
recrutamento das proteinas de membrana para
regides especificas, formando dominios maiores
nos quais a endocitose aparenta ocorrer™®.
Curvaturas da membrana ou de vesiculas
iniciais, sdo mediadas primariamente por
carreadores independentes de clatrina (CLIC, do
inglés, clathrin independent carrier) e
caveolina'®. Essas curvaturas e vesiculas se
fundem e formam um compartimento endos-
somal enriquecido com proteinas ancoradas por
GPl (também denominado de GEEC ou GPI-
-Enriched Endocitic Compartiment). Neste
ponto, a Cdc42 sinaliza para a polimerizacao de
actina, gerando a invaginacdo alongada
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caracteristica desta via endocitica®™.

Essa via aparenta ser independente de dina-
mina, clatrina, caveolina, RhoA e receptor de
interleucina-—269°'93. Ha inclusive, relatos na
literatura de que ela pode se destinar ndo sé
para endossomos, como nas vias dependentes
de clatrina e caveolina, mas também para o reti-
culo endoplasmatico e/ou para o complexo de
Golgi. Entretanto, ainda ha grande discussao
sobre qual o destino final das vesiculas
CLIC/GEEC™**¢,

Sabharanjak et al. (2002)* observaram
grande especificidade nos nanodominios lipi-
dicos formados na via dependente de Cdc42. Os
autores verificaram que proteinas cujas ancoras

de GPI foram trocadas por caudas
transmembranares ou proteinas que ndo
possuiam extensdes citoplasmaticas foram

excluidas da internalizacdo®. Porém, o maqui-
nario celular associado para esta especifici-
dade, a formacdo do prdprio CLIC, sua natu-
reza e os papéis de seus efetores principais
ainda permanecem obscuros na literatura™®.
Lu & Low (2002)”" relatam que é possivel utilizar
recetores de folato para internalizacdo de
nanomateriais. Os recetores de folato sdo pro-
teinas ancoradas por GPl e, uma vez ativados,
internalizariam através da via Cdc4297. A partir
dessa ideia, Dixit et al. (2006)* produziram
nanoparticulas de ouro conjugadas com
polietilenoglicol (PEG) modificado por 4cido
folico e demonstraram internalizagcdo destas
nanoparticulas em células de cancer mas ndo
significativa em linhagens n&o-cancerigenas™.
Entretanto, a relagdo entre os nanomateriais e
essa via de internalizacdo ainda carece de
estudos e ha poucas referéncias na literatura o
papel e a relevancia dessa via de internalizagdo.

Endocitose mediada por ARF6

O fator 6 de ribosilacdo em adenosina difos-
fato (ARF6) pertence também a superfamilia Ras
de pequenas proteinas ligantes de GTP. Essa
proteina interage e influencia diversos proces-
sos celulares, tais como o trafego transmem-
branas e remodelamento da actina no cito-
esqueleto™.

A via endocitica dependente de ARF6 tem
sido descrita como uma das principais vias
independente de clatrina e caveoling®1%010t,
pois para esta via tem sido demonstrado a
internalizacdo de diversos substratos com vdrias



atividades celulares distintas, tais como
proteinas CD59 ligada a GPI, enzima carboxi-
peptidase E, receptor metabotrépico de gluta-
mato’, proteina E de adesdo dependente de
calcio (E-caderina), integrinas e proteinas do
complexo principal de histocompatibilidade'®* %,
A super-expressao de ARF6 resulta na produgao
de ondulagbes na membrana e induz

Fagocitose
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macropinocitose’®. Esse aparato de interna-
lizacdo aparenta ser distinto das estruturas
encontradas na via CLIC/GEEC™"*°.

A endocitose dependente de ARF6 aparenta
ser independente de dinamina e seus endos-
somos podem se comunicar com comparti-
mentos positivos com transferrina, endossomos
positivos para Rab-5, o canal de potassio Kir3-4

Figura 1. Principais vias de endocitose de nanoparticulas em células eucaridticas. A etapa inicial representa
principais vias de endocitose usadas para o estudo da internalizagdo de particulas, que tem como consequéncia
a formagdo de vesiculas intracelulares - fagocitose, macropinocitose, endocitose mediada por clatrina,
endocitose mediada por caveolina e endocitose clatrina e caveolina independentes (flotilina e Glic-Glec). A
segunda etapa representa a via classica de trafego intracelular que envolve o processamento das
nanoparticulas a partir do amadurecimento do endossomo precoce, com destino a degradacdo lisossomal do

material endocitado.
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e a via de reciclagem dependente de ARF6 1%,

através da qual grande parte das proteinas
endocitadas podem voltar a membrana plasma-
tica®.

Nesse caso, o modo de formagdao vesicular
proposto é similar ao descrito para CLIC/GEEC.
Arf6 ativa a enzima fosfatidilinositol 4-fosfato 5-
quinase que é responsavel por gerar mais
fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato. Entdo, Arf6, se
liga ao Fosfaditilinositol 4, 5-bifosfato produ-
zido, modificando a estrutura da membrana®, e
recruta proteinas membranares para o sitio em
questdo. Arfé também se liga e ativa fosfo-
lipase D, enzima que hidrolisa fosfatidilcolinas
em acido fosfatidico, provocando perturbacdes
na membrana plasmatica®™® °. Todas essas
modificacdes facilitam a formacdo da invagina-
¢30 e das vesiculas™. Por dltimo, Arf6 modula e
modifica as fibras de actina, formando a
invaginagcao e a vesicula endocitaria99. Apesar
da vasta gama de produtos internalizados por
essa via e a sua importancia celular, ainda é
necessario identificar as proteinas diretamente
ligadas com a Arf6 e auxiliam na modulagao da
via®. Até o momento, nio foi encontrado
relatos de internalizacdo de nano-materiais
através esta via.

Endocitose mediada por RhoA

A funcdo da proteina RhoA esta atrelada a
reorganizacdo do citoesqueleto e polimerizacdo
de actina™. Encontra-se associada com a
regulacdo e controle de vesiculas revestidas de
clatrina em células Hela, inibindo a internali-
zagdo quando ativadas, assim como a estimula-
¢do e perturbacdes na membrana plasmatica'*
e estd intimamente ligada com a internalizagdo
de recetores de interleucina-2p™*>.

O mecanismo da via é semelhante ao da
Cdc42 (CLIC/GEEC) explicitado anteriormente,
porém ja foi demonstrado que sdo mecanismos
distintos, pois algumas proteinas chaves desta
via, como a propria RhoA, a dinamina e os
recetores de Interleucina-2y (sem as quais esta
via é inibida), ndo estdo presentes para a via
CdC4211,27,67,89,91,109,111.

Essa via, quando ativa, provoca o recruta-
mento de recetores de interleucinas-2y através
da formacdo de microdominios lipidicos 113.
Neste ponto, a retirada de esfingolipidios e
colesterol interrompe a internalizagdo™ ',
Inicialmente, ha curvatura da membrana ou
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vesiculas iniciais, que sdao mediadas primaria-
mente por carreadores ou proteinas que auxi-
liam na sua formacdo®. Essas curvaturas/
vesiculas se fundem, entdo, formando um
compartimento endossomal enriquecido com
dominios lipidicos e os recetores. Apds isso, a
proteina RhoA sinaliza para a modificacdo do
citoesqueleto, gerando a invaginacdo na
membrana plasmadtica. As invaginacdes depen-
dentes de RhoA se mostram uniformes e com
tamanhos entre 50-100 nm?®. Até o presente
momento, a dinamina aparenta ser necessaria
para a cisdo de invaginacdo, transformando-a
numa vesicula endossémica*** 3,

lversen et al. (2012)°° demonstrou que a
internalizagcdao de quantum dots associados com
ricina acontece de forma independente de
RhoA® e dependente de CAM™*'™, Isso ressalta
gue ainda sdo necessarios novos estudos para
elucidar ndo s6 o mecanismo de operagdo da via
dependente de RhoA, assim como outras
proteinas correlatas®®, o que pode auxiliar na
aplicacdo desta via como forma de interna-
lizagdo de nanomateriais.

O QUE ACONTECE COM OS NANOMATERIAIS
DEPOIS QUE ENTRAM NAS CELULAS?

Como discutido anteriormente, o material
endocitado encontra-se confinado em uma
vesicula lipoproteica no citoplasma. Portanto,
essa vesicula é constituida de uma porcdo da
membrana plasmatica, bem como consti-
tuintes do meio externo confinados em uma
vesicula intracelular (Figura 1). Através de uma
série de eventos de fusdo e fissdo, seu contetdo
passa por um processo de maturagdo que
envolve a diminuicdo do pH no lumen da
vesicula e a fusdo com endossomos tardios até,
por fim, chegar aos lisossomos, onde ocorre a
degradagdo do material endocitado. E impor-
tante ressaltar que diferentes modelos foram
propostos para explicar como o material endoci-
tado passa de endossomo a lisossomo. Ha pelo
menos quatro teorias, i. maturagdo, ii. vesicular,
transferéncia de conteddo (kiss-and-run) e
modelo hibrido, que podem explicar esse
processo, a discussdo a fundo dessas teorias
foge do escopo desta revisdo (para maiores
detalhes verm—”s). Entretanto, essa € uma area
em pleno desenvolvimento e os conhecimentos
gerados por ela terdo impactos significativos no
transporte intracelular de nanomateriais. A rota



classica (endossomo precoce, endossomo
tardio, lisossomos) ndo é a Unica via de trafego
intracelular para os materiais endocitados. Esse
processo depende de diversos fatores como a
natureza quimica das nanoparticulas, além de
essas propriedades a distribuicdo intracelular de
nanoparticulas é dependente da linhagem
celular estudada e também de tempo de expo-
sicdo e das linhagens celulares "'*'%%,

A acidez e a presenca de uma variedade de
enzimas liticas fazem dos lisossomos uma
estacdo de degradacdo de materiais endocitado,
uma vez que a degradacdo lisossomal é uma das
maiores barreiras para as estratégicas terapéu-
ticas intracelulares®*®***'**_ Como a maioria das
aplicagbes de nanotecnologia ndao tem como
objetivo o lisossomo, com exce¢ao do
tratamento de algumas disfungbes lisossomais
como a doenga de Niemann-Pick, é necessario
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qgue as terapias se valham de estratégias para
escapar do endossomo. Isso pode ser alcancado
através da funcionalizacdo do nanomaterial,
que pode desempenhar um importante papel
na reorientacdo da particula para subcompar-
timentos celulares especificos. A alteragdo de
carga de superficie é uma das alternativas para
escapar do lisossomo, promovendo a interagdo
direta das nanoparticulas com a membrana
endossomal devido a inversao seletiva da carga
de superficie (anidnica para catiénica)'”. A
funcionalizagdo com uma amina na superficie
da particula é um exemplo que pode auxiliar
na liberacdo do material endocitado através de
um evento denominado “esponja de prétons”
que, através da protonagdo da amina (pK = 6)
no ambiente 4cido do endolisossomo, leva a um
influxo de ions de cloro e de dgua, promovendo
um desequilibrio osmético, propicia o inchago

Figura 2. Principais proteinas residentes e marcadores de organelas no trafego de nanoparticulas. A figura
ilustra alguns exemplos de proteinas utilizadas para o estudo dos destinos intracelulares de nanoparticulas -
Endossomos precoces: Rab4, Rab5, e EEA1; Endossomo tardio: Rab7; Lisossomos: Lamp1l e Lamp2; Endossomo
de reciclagem: Rab11; Exossomos: CD63 e Hsc70; Complexo de Golgi: Giantina, GM130 e TGN38; Reticulo

endoplasmatico: Calnexina.
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do endolisossomo, pode levar a uma desor-
ganizacdo momentanea da membrana endos-
somal e consequente liberacdo do conteudo do
endossomo**>'?®. Qutra estratégia para escapar
do endossomo inclui a conjuga¢do de nano-
particulas com proteinas fusogénicas como a
melitina, que propicia a fusdo de lipidios de
membrana entre duas vesiculas opostas, aproxi-
mando proteinas e lipideos de membrana e leva
a uma fusdo do contetido luminal sem lise”®'*’.

Outra estratégia interessante é a utilizacdo
de moléculas fotossensiveis, pois a radiacdo
eletromagnética pode provocar a libertacdo
dessas moléculas endocitadas para o citoplasma
e contidas nas vesiculas. Nesse processo, as
membranas endossomais sdo altamente danifi-
cadas pela utilizacdo fotossensibilizadores anfi-
filicos e o resultado é a subsequente libertacao
das nanoparticulas aprisionadas para o citosol,
como observado para a liberacdo de LDL intra-
celular de nanoparticulas lipoproteicas™.

Apds o escape lisossOmico, muitas estraté-
gias também sdo utilizadas para determinar o
destino final de um nanoparticula. As nanopar-
ticulas podem se direcionar para diversas orga-
nelas e isso dependerd de sua estabilidade
frente a degradagdo lisossomal'®*?®, caracteris-
ticas fisico-quimicas''®, tempo de internali-
zacd0™ e afinidade nanoparticula-organela®. O
destino intracelular de uma nanoparticula pode
ser de modo especifico (nanoparticula-organela
alvo), ou entdo de modo inespecifico para diver-
sas organelas simultaneamente, por exemplo o
nucleo, complexo de Golgi, reticulos endoplas-
maticos, mitocondria, entre outros?®***°. Os
estudos que visam investigar o trafico intrace-
lular de nanoparticulas sdo essenciais para
determinar a promocg3do de suas aplicacdes™". O
conhecimento do destino intracelular de
nanoparticulas é muito importante na avaliagdo
do efeito citotdxico, ou entdo, para o
diagndstico e terapia de diversas enfermidades.
Para estudar esse processo de trafego intrace-
lular ou mesmo o destino intracelular de um
nanomaterial, diversos marcadores de orga-
nelas ou estruturas vem sendo desenvolvidas. A
Figura 2 resume os alvos desses marcadores.
Essas estratégias utilizam-se de proteinas resi-
dentes ou marcadores de organelas, como
Rab4, Rab5, e EEA1 para endossomos precoces;
Rab7 para endossomos tardios; Rabll para
endossomos de reciclagem; CD63 e Hsc70 para
exossomos; Giantina, GM130 e TGN38 para
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complexo de Golgi, Calnexina para reticulo
endoplasmatico e Lampl e Lamp2 para lisos-
somos. Geralmente sdao empregadas técnicas de
microscopia (de fluorescéncia, eletrénica, de
forca atdmica), principalmente microscopia
confocal, para a colocalizagdo de organelas e
nanomateriais, para assim tracar o caminho
percorrido nas células.

CONSIDERAGOES FINAIS

A producdo de nanomateriais vem se
tornando cada vez mais expressiva, portanto,
concomitantemente hd uma crescente preocu-
pacdo a respeito do uso, manipulagdo e elimina-
¢do desses materiais. Muitas intera¢Ges funda-
mentais entre nanomateriais e o meio bioldgico
ainda ndo sdao completamente compreendidas.
Em grande parte dos estudos sobre a aplicacdo
de nanomateriais, ha lacunas sobre os mecanis-
mos moleculares envolvidos. O conhecimento
da endocitose e os destinos intracelulares de
nanoparticulas sdo indispensdveis para projetar
aplicacdes terapéuticas, além de ser util na
avaliagdo citotdxica desses materiais. O estudo
do trafego celular tem grande importancia no
desenvolvimento de nanocarreadores, pois
qguando definido o alvo intracelular, é possivel
aprimorar a aplicacdo terapéutica, consequen-
temente, fornecer tratamentos médicos mais
eficazes.

A endocitose é um processo fisioldgico que
foi moldado pelo processo evolutivo para
desempenhar um papel biolégico diferente em
cada tipo celular, que esta diretamente ligado a
funcdo que aquela célula realiza em seu tecido
de origem. Por isso é altamente esperado que
esse processo seja dependente do tipo celular.
Na maioria das vezes, as nanoparticulas sao
internalizadas por mais de uma via (por ex.
clatrina e caveolina) o que pode resultar em
respostas bioldgicas distintas, uma vez que uma
via pode levar a uma degrada¢ao mais eficiente.
Esses fatores devem ser levados em conside-
racdo no estudo da interagao das nanoparticulas
com o ambiente celular. Essa é uma area multi-
disciplinar que apesar de nao ser completa-
mente compreendida atualmente estd em pleno
desenvolvimento, bem como as técnicas e ferra-
mentas utilizadas nessa area, da qual espera-se
no futuro proximo grandes descobertas e uma
importante contribuicdo para uma aplicacao
segura e eficiente de nanomateriais.
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