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RESUMO

O seguinte trabalho de monografia aborda, principalmente, o uso de
nanoparticulas de ouro no tratamento de cancer. O trabalho é dividido em duas partes,
a primeira refere-se a uma revisao bibliografica sobre nanocompdsitos e nanomateriais,
cancer e melanoma, tratamentos para melanoma e finalmente, as nanoparticulas de
ouro com especial atencdo em suas caracteristicas, utilizacbes e aplicacbes das
mesmas no tratamento de cancer. A segunda parte da monografia tem enfoque em
experimentos cientificos a fim de determinar a estabilidade de nanocompdsitos de
nanoesferas de ouro com goma arabica em meio de cultura celular. As duas partes da
monografia tém como objetivo descrever um pouco mais sobre o0 uso da
nanotecnologia nos dias de hoje e como nanoparticulas podem ser Uteis para o
tratamento do céancer. Os principais instrumentos de pesquisa utilizados, foram,
principalmente, artigos cientificos de jornais publicados no NCBI, Google Scholar,
SciELO, entre outros. A analise da literatura mostrou que as nanoparticulas de ouro,
podem ser utilizadas em diferentes aplicacdes, inclusive em alternativas clinicas para o
diagnéstico e tratamento do cancer. Nesse contexto, podem ser utilizadas servindo
como agentes principais atacando diretamente um tumor como, por exemplo, nas
terapias baseadas em energia, ou ainda como biomarcadores, carreadores de
farmacos, RNAs de interferéncia, entre outros, a fim de potencializar o tratamento e
diminuir efeitos colaterais no organismo. De acordo com as analises feitas, houve uma
estabilizacdo das nanoesferas de ouro em meio de cultura celular, o qual pretendia

simular as condic6es do meio celular original.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro. Céncer. Melanoma. Nanoesferas de ouro.
Nanobastbes de ouro. Estabilidade em meio de cultura.



ABSTRACT

The following work covers mainly the use of gold nanopatrticles to treat cancer.
The work is divided into two parts, the first refers to literature review on nanocomposites
and nanomaterials, cancer and melanoma, treatments for melanoma and finally the gold
nanoparticles with special attention to their characteristics, uses, and its applications in
cancer. The second part of the work has focused on scientific experiments to determine
the stability of nanocomposites of gold nanospheres with gum arabic in cell culture
medium. The two parts of the work intend to describe the use of nanotechnology
nowadays and how nanospheres and nanorods may be useful for cancer treatment.
The main research instruments used were mainly scientific journal articles published in
NCBI, Google Scholar, SciELO, among others. The analysis of the literature showed
that gold nanoparticles can be used in many different applications, including new clinical
alternatives for diagnose and treatment of cancer. In this context, they can be used
directly to track and destroy tumor, for example in energy-based therapies, or as
biomarkers, drug carriers, interfering RNAs carriers, among others, in order to
potentiate treatment and decrease side effects to the body. According to the analysis
there was a stabilization of gold nanospheres in cell culture medium, which meant to

mimic the original cell medium.

Keywords: Gold nanoparticles. Cancer. Melanoma. Gold nanospheres. Gold nanorods.
Stability in culture medium.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma ciéncia em desenvolvimento cada vez mais aceita em
grupos de pesquisa ao redor do mundo. Os nanomateriais podem ser caracterizados
pelo seu tamanho reduzido na escala nanométrica, possuindo pelo menos uma de suas
dimensbées com menos de 100 nandmetros. Acredita-se que 0 uso de nanomateriais
em diferentes areas, como biomédica e de equipamentos eletrénicos, por exemplo, se
deve as suas propriedades Oticas, magnéticas e elétricas. Dependendo do material
utilizado na formacdo desses nanomateriais, algumas caracteristicas estardo mais ou
menos evidenciadas do que outras. Os nanomateriais podem ser originados de ouro,

prata, silica, carbono, lipossomos, entre outros.

Os conhecimentos na area de nanotecnologia estdo sendo cada vez mais
aprimorados em prol de seu uso para a populacéo, principalmente no que se refere ao
tratamento de doencas. As nanoparticulas sdo descritas em diferentes artigos como
uma nova alternativa a ser utilizada clinicamente. No contexto do cancer, podem ser
utilizadas tanto como carreadores de farmacos, a fim de potencializar o tratamento e
diminuir efeitos colaterais no organismo, quanto como agentes principais atacando

diretamente um tumor.

Neste trabalho sdo enfocados os nanocompdsitos de metal, mais
especificamente  nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas. Esses
nanocompadsitos podem ser utilizados em diferentes procedimentos, desde bioimagem
e monitoramento de células e tecidos, reparacdo de tecidos, antigenos, até em
deteccbes e fototermodlise de células cancerosas e tumores, entre outros.
(KHLEBTSOQV et al., 2013). As nanoparticulas inorganicas, nesse caso de ouro, podem
ser usadas nos procedimentos citados anteriormente, pois apresentam caracteristicas
como tamanho pequeno, que permite o acesso a tecidos e células, além de ser um
importante meio de transporte de certos farmacos. (KHAN; VISHAKANTE, 2013). A
FIGURA 1 ilustra o tamanho das nanoparticulas, que podem ser comparadas a

diferentes materiais ou organismos, como atomos e moléculas, virus, heméacias e fio de
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cabelo, reafirmando assim como seu tamanho € um fator positivo e muito util para

diferentes aplicagoes.

FIGURA 1 - ESCALA DE TAMANHO DE DIFERENTES MATERIAIS E ORGANISMOS
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FONTE: GRANADA (2011, p.13) / Prof. Dr. Henrique Toma

Visto que as AuNPs apresentam vasta possibilidade de aplicacao
biotecnoldgica, primeiramente foi realizada uma revisédo bibliografica com o intuito de
reunir esses artigos e mostrar a importancia da nanotecnologia na atualidade e como
ela se desenvolveu com o passar dos anos. Ja a segunda parte da monografia enfoca
a parte pratica da sintese de nanoesferas e nanobastbes de ouro. Foram realizados
experimentos a fim de verificar a estabilidade de nanocompdsitos de ouro em meio de

cultura celular.
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PARTE |

2 OBJETIVOS

Realizar revisdo bibliografica sobre AuNPs, descrevendo principalmente suas
aplicacbes e caracteristicas, tendo como enfoque a abordagem de novas alternativas

de tratamentos para o cancer utilizando essas AuNPs.

3 MATERIAL E METODOS

Buscas na internet (world wide web) foram realizadas a fim de identificar
trabalhos relacionados com AuNPs, suas caracteristicas e aplicacdes, cancer,

melanoma e seus tratamentos.

Para tanto, foram realizadas pesquisas nas bases de dados Medline (Pubmed),
Science Direct e Portal da CAPES, e foram selecionados alguns artigos mais

relevantes para o tema.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Nanomateriais € nanocompaositos

Nanomateriais sé@o caracterizados por seu tamanho reduzido na escala
nanométrica (lembrando que um nanémetro corresponde a um milionésimo de um
milimetro), possuindo necessariamente pelo menos uma de suas dimensdes com
menos de 100 nandmetros. Os nanomateriais tém diferentes propriedades como: 6tica,
magneética e elétrica, e por isso, tornou-se possivel o uso deles na area de pesquisa

médica e equipamentos eletronicos. Nanomateriais de carbono e prata podem ser
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encontrados na natureza. Proteinas sanguineas, assim como lipidios da gordura
corporal também podem ser considerados nanomateriais naturais. (ESTADOS
UNIDOS. National Institute of Environmental Health Sciences, 2016). Os nanomateriais
sdo utilizados atualmente para técnicas mais precisas e sensitivas, podendo ser
aplicados na terapia do cancer, por exemplo, como biomarcadores extremamente
sensiveis a essas ceélulas. Atualmente, varios sdo 0s nanomateriais existentes, como
guantum dots, nanotubos de carbono, nanoparticulas magnéticas e nanometalicos,

como as AuNPs por exemplo. (CHOI et al., 2010).

Nanocompdésitos sdo compostos hibridos que tém pelo menos uma de suas
fases com a medida em nanémetros. As interacdes entre as fases dos nanocompadsitos
sdo ainda mais fortes por acontecerem no nivel de nandmetros e devido a maior
superficie de contato, sendo relevante pelo aprimoramento das propriedades dos
materiais. De acordo com o material de sua matriz, podem ser classificados como
nanocompositos metélicos, de cerdmica, de polimeros, dentre outros. Os elementos e
compostos quimicos metalicos usados para produzir um nanocompdsito precisam
passar por diferentes processos especificos, que dependem de qual elemento ou
composto estd sendo usado. Por exemplo, para a obtencdo de nanocompdésitos de
ferro/6xido de magnésio e tungsténio/cobre é necessario o uso da técnica spray
pirdlise, enquanto que para compostos de Chumbo/Cobre, Chumbo/Ferro,
Tungsténio/Cobre, Nidbio/Cobre, Nidbio/Ferro e Aluminio-Carbono60 o processo é
chamado de infiltracdo liquida. Os nanocompdsitos dos compostos de Prata/Ouro,
Ferro/Di6xido de Silicio, Ouro/Ferro/Ouro podem ser obtidos através de processos
guimicos, como o método coloidal e 0 método Sol-gel. O método coloidal consiste na
reducdo de sais inorganicos, consolidacdo do material seco, tratamento térmico e
reducdo oxido seletiva para formar o metal. Para o método Sol-gel é preciso a
preparacdo de duas solugbes de micelas dos compostos quimicos HAuUCIl, e NaBHy,
utilizando luz ultravioleta, enquanto ocorre a mistura dos elementos, até que a reducéo
do ouro esteja completa. (CAMARGO et al., 2009).

A nanotecnologia esta presente nos dias de hoje principalmente na forma de

nanomateriais. Richard Feynman, cerca de 60 anos atras, propés a possibilidade de
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utilizacdo de nanomateriais para aplicacdes diversas, podendo esses ser utilizados
tanto para a pesquisa cientifica quanto para a producdo de produtos diferenciados.
(SALATA, 2004). A nanotecnologia possibilita sensibilidade apurada de deteccéo.
Nesse sentido, pode ser utilizada como biomarcador tumoral propiciando uma
identificacéo eficiente, sendo importante, principalmente, para detectar precocemente e
obter um diagndstico correto de cancer. Porém, essa nova tecnologia de deteccao
precisa ser validada antes de partir para uma aplicacdo em diagndstico clinico, devido
a riscos relacionados a saude humana e ao meio ambiente, além da possibilidade de

gerar resultados falso-positivos ou negativos. (CHOI et al., 2010).

Antes de revisar as aplicagcdes dos nanomateriais no diagndstico e tratamento

do cancer, segue uma breve revisdo sobre as bases celulares da doenca.

4.2.Cancer

O céancer é uma das doencas com maior indice de mortalidade no mundo, onde
14 milhdes de casos surgiram em 2012 e desses casos, houve 8,2 milhdes de mortes.
Projecbes para 2015 demonstraram que 0S canceres que teriam maior ocorréncia
seriam o cancer de mama, pulmao e brénquios e de prostata. Além disso, os indices de
ocorréncia de cancer podem aumentar em 50%, chegando a 15 milhdes até 2020
(World Health Organization, 2015). Nos ultimos 50 anos Vvéarios avancos tecnolégicos
ocorreram com O objetivo de criar um tratamento adequado para o cancer, onde
somente células cancerosas fossem atingidas, assim como um aprofundamento no
conhecimento dos mecanismos da doenca. Porém, para haver o entendimento do
mecanismo molecular da doenca, muitos estudos precisam ser realizados, assim como
novos tratamentos precisam ser melhor avaliados para terem um melhor desempenho.
(CONDE, 2015).

Um tumor é resultado de sucessivas mutagcdes genéticas em ceélulas normais,
gue podem conferir novas caracteristicas a essas células, como crescimento e

proliferacdo celular desenfreada. Alteragcbes nos circuitos de regulacdo de fisiologia
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celular, que tendem a levar ao cancer, podem ser agrupadas em seis diferentes
grupos: sinais celulares autossuficientes, fuga da apoptose celular, insensibilidade a
sinais anti-crescimento, potencial proliferativo ilimitado, angiogénese e invasédo de
outros tecidos (metastase). (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O primeiro fator para que uma célula normal seja transformada em célula
tumoral € a autossuficiéncia (producéo) de sinais para a proliferacédo celular, chamados
de sinais de crescimento mitogénicos nas células normais, enquanto isso, nas células
tumorais esses sinais imitam a mesma funcdo e também tém a capacidade de
proliferacdo sem a necessidade de estimulacdo externa do ambiente celular. As células
tumorais também realizam um processo chamado de estimulacdo autdcrina, onde os
sinais estimulam a proliferacdo celular e quanto mais células, mais sinais sdo gerados
e assim sucessivamente. Alguns exemplos de proliferacdo tumoral seriam tanto o fator
de crescimento tumoral a por glioblastomas e sarcomas, quanto a produgéo de fator de
crescimento de derivados de plaquetas. Outro fator importante para formagédo de
células cancerosas € a insensibilidade a sinais anti-proliferacdo que estdo presentes
em um organismo normal para manter a homeostase tecidual. Esses sinais anti-
proliferacdo agem de forma a pararem o ciclo celular na fase quiescente (Gy) ou a
induzirem as células a entrarem em estado pds-mitético. De maneira geral, os canceres
conseguem “nutrir-se” através da ativacdo da angiogénese, que se trata do mecanismo
de criacdo de novos vasos sanguineos a partir dos vasos ja existentes. Isso porque o
crescimento do tumor sélido requer uma quantidade cada vez maior de nutrientes e
oxigénio, que muitas vezes extrapola a quantidade disponivel da rede vascular
circundante. (HANAHAN; WEINBERG, 2000; CLARKE et al., 2014).

As células tumorais também tém a caracteristica de “escapar”’ da apoptose, que
seria um processo de morte celular programada, a qual gera a reducado celular,
aumento de eosinofilia, fragmentacdo do nucleo e formacdo de corpos apoptéticos que
sdo reconhecidos e eliminados pelo sistema imune. Ainda assim, apesar das
aquisicoes de novas caracteristicas descritas anteriormente sobre a multiplicacéo
celular desenfreada, h4 um sistema intrinseco que controla essa proliferacdo, nao

dependente de sinais célula-célula. Por isso, para que ocorra a formacdo de um tumor
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maligno, alteracdo nesse sistema também deve ser observada. Finalmente, invasao e
metastase sdo outras caracteristicas observadas em células tumorais, onde essas
células conseguem se desprender da massa de tumor primario e colonizar outro local
onde haja mais irrigacao e nutricdo tumoral. (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O melanoma, um tipo de cancer de pele, apresenta 0s processos mencionados
anteriormente. O tOpico a seguir descreverd um pouco mais sobre esse cancer

agressivo e, muitas vezes fatal, caso nao seja diagnosticado precocemente.

4.2.1. Melanoma

Melandcitos sdo ceélulas originadas da crista neural que sao capazes de produzir
melanina. Essas células podem ser encontradas, principalmente, na epiderme e nos
foliculos capilares. Sdo as células responsaveis pela pigmentacédo e fotoprotecdo na
pele, além de serem encontradas também nos olhos, epitélio de mucosas e meninges.
(LIN; FISHER, 2007). Os melandcitos passam por diferentes fases de diferenciacao,
primeiramente a linhagem de melandcitos sofre diferenciacdo da crista neural, depois
migram e proliferam-se em melanoblastos, entdo, os melanoblastos diferenciam-se em
melandécitos. Esses melandcitos irdo maturar e proliferar em lugares especificos e apés

algum tempo irdo sofrer morte celular. (CICHOREK et al., 2013).

A transformacdo nociva de melandcitos gera o cancer de pele conhecido por
melanoma, e é ocasionada por subsequentes mutacdes somaticas, que desestabilizam
as vias sinalizadoras de proliferacao celular, crescimento, motilidade, interacbes com o
sistema imune e status de diferenciacdo, dando origem a diferentes tipos de
neoplasias. Os sinais e manchas que estdo presentes na pele de muitas pessoas,
sejam eles originados pela exposicdo ao sol ou marcas de nascimento, podem ser
identificados como neoplasias benignas, chamando-as de nevos melanociticos; que
guando consideradas malignas, sado chamadas de melanoma. As neoplasias

melanociticas podem ser originadas a partir de mutacdes somaticas que ativam
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oncogenes ou desativam genes supressores de tumor. Quando ha a formacao de
neoplasia benigna, significa que a proliferagdo de melandcitos ficou limitada ao nevo
por uma diversidade de fatores, incluindo o comprimento dos teldmeros dos
cromossomos, fatores secretores, sistema imune e pontos de checagem do ciclo
celular. Alguns melanomas ndo tém relacdo com estagios precursores de tumores
benignos. (BASTIAN, 2014).

Melanoma € bastante agressivo e resistente a uma série de farmacos
guimioterapicos. (SCHADENDOREF et al., 2015). Os diferentes tipos de melanoma
podem ser agrupados, atualmente, em quatro principais subtipos, dependendo de onde
sdo detectados no corpo do individuo e de suas variacbes patogénicas. Além disso,
essa classificacdo baseia-se na observacédo dos aspectos morfolégicos da fase inicial
do crescimento (radial) e no local em gque o melanoma priméario foi encontrado,
diferenciando-se em: melanoma extensivo superficial (MES), melanoma nodular (MN),
melanoma lentigo maligno (MLM) e melanoma lentiginoso acral (MLA). (BASTIAN,

2014). Na FIGURA 2, é possivel observar os principais subtipos do melanoma:

FIGURA 2 — PRINCIPAIS SUBTIPOS DE MELANOMA

(MES) (MN) LM)
Na figura acima é possivel observar os seguintes tipos de melanoma: melanoma extensivo superficial

(MES), melanoma nodular (MN), melanoma lentigo maligno (MLM) e melanoma lentiginoso acral (MLA).

FONTE: Adaptado de Dermatology Information System (2016) e COSTA (2013).

Segundo Siegel (2014) a estimativa nos Estados Unidos era de que dos 76.100
novos casos, 9.710 mortes pudessem ocorrer em 2014, devido a esse tipo de cancer

de pele (melanoma). E, de acordo com Schadendorf (2015) a forma cutanea da doenca
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€ muito encontrada no ocidente, causando a maioria das mortes relacionadas ao
cancer de pele (75%). Entre os fatores de risco mais comuns para essa doenca,
incluem-se: histérico familiar, verrugas, pele clara, pessoas com a imunidade debilitada
e exposicdo a radiacdo ultravioleta. O melanoma, assim como outros canceres,
apresenta uma assinatura genética especifica, causada principalmente pela exposicéo
ao sol. Além do melanoma cutaneo, ha também outras formas da doenca identificadas
nos olhos e mucosas, com suas assinaturas genéticas diferentes do melanoma
cutaneo. De acordo com o0s riscos apresentados, especialistas descobriram que a
exposicao intensa e descontinua e as queimaduras de pele ocasionadas pelo sol
durante a infancia estao entre os maiores fatores de risco. Outro fator importante a ser
considerado é que a exposicao artificial aos raios ultravioleta, popularmente chamado
de bronzeamento artificial, também € muito danosa a saude das pessoas. (WHITEMAN
et al., 2001; SIEGEL et al., 2014; SCHADENDOREF et al., 2015).

As diferentes taxas de sobrevivéncia ao cancer de pele em diferentes regiées no
mundo sdo normalmente associadas e indicadoras dos diferentes niveis de prevencao
a doenca. Quanto maior o numero de programas de prevencado e diagndstico precoce,
juntamente com uma adequada acessibilidade a salde, maior sera a taxa de
sobrevivéncia em determinada regido. (SCHADENDOREF et al., 2015).

4.2.1.1. Tratamento de melanoma

O primeiro passo para curar um melanoma seria a remocao cirdrgica de tumores
iniciais, que sado avaliados quanto ao tamanho, forma e profundidade pelo médico
responsavel. Os métodos Clark e Breslow podem ser utilizados para detectar nivel de
invasdo do tumor. O primeiro método tem uma escala de 1 a 5, onde o primeiro estagio
estaria relacionado com uma localizagcdo somente na epiderme sem risco de
metastase, ja no estagio 5 o tumor estaria invadindo o tecido adiposo subcutaneo e sob
risco de invadir nédulos linfaticos. O método de Breslow € mais preciso, pois o tumor é

avaliado com um micrébmetro ocular e analisa as margens do tumor para posterior
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remocao cirargica ou uma possivel dissecacdo de linfonodo. A avaliacdo cirurgica
também pode ser feita dividindo os estagios tumorais em |, 1l e lll. O estégio | € limitado
ao local de inicio de proliferagé@o celular, sem metastase. No estégio Il, pode haver uma
invasdo de linfonodos regionais. E no estagio Ill, o paciente ja esta sofrendo
metastases sistémicas. Para que a remocéao cirdrgica seja bem-sucedida ela precisa
ser realizada nos estagios | e Il, mesmo assim, acompanhamento médico precisa ser
realizado por 10 anos ap0s o procedimento. Quimioterapia sistémica pode ser aplicada
em casos onde a doenca esta mais avancada, porém, as chances de sobrevivéncia
sdo mais reduzidas. Outras opcdes de tratamento estdo sendo estudadas e testes
clinicos realizados com o objetivo de aumentar a taxa de sobrevivéncia de pessoas que
tém melanoma metastatico. (NORVELL; BODURTHA, 1985).

Existem diferentes estratégias que podem ser utilizadas para atingir certos
processos em células tumorais, com o objetivo de prevenir seu desenvolvimento. Por
exemplo, em células normais, a ligacdo de fatores de crescimento a receptores de
membrana desencadeia a sinalizacdo através da via da MAPK, resultando em
proliferacdo celular. Em melanomas cutaneos, essa importante via metabdlica esta
frequentemente modificada. E comum ocorrer mutagdo nos genes que codificam para
proteinas dessa via (RAS, RAF, MEK1/2 e ERK1/2), as quais sdo responsaveis pela
ativacdo constitutiva de sinais produzidos normalmente por receptores da membrana
celular. A ativacdo da via de MAPK resulta em regulacéo da expressao de varios genes
envolvidos em processos como proliferacdo, diferenciacdo, angiogénese e
sobrevivéncia, através de fosforilacdo de fatores de transcricdo nucleares e,
indiretamente, por direcionamento de moléculas sinalizadoras intracelulares. Por isso,
ha diferentes hipéteses envolvendo essa via metabdlica, com o intuito de prevenir a
progressdo do cancer. O entendimento dessa via de mecanismo molecular também
contribuiria para avangos na area de resisténcia a quimioterapicos. (EVANS et al.,
2013).

Atualmente, o farmaco dacarbazina é utilizado na maioria dos tratamentos para
melanoma, com uma meédia de sobrevivéncia de 6-10 meses para pacientes que

tenham melanomas com metastases. Porém, somente 20% desses pacientes com
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metéstases conseguem alcancar a média de 5 anos de sobrevivéncia. (DIANZANI et
al., 2014). Além da dacarbazina, no caso da quimioterapia, 0s principais farmacos
utilizados sao: nitrosoureia, temozolomida, alcaloide de vinca, compostos de platina e
taxanos. Ja a imunoterapia € uma pratica onde se administra citocinas aos pacientes, a
fim de estimular o sistema imune para o combate ao cancer. Alguns exemplos de
imunoterdpicos incluem: interleucinas (IL), IL-2, IL-5, IL-7, IL-21, interferon-a- (INF-a) e
fatores estimulantes formadores de coldénias de macrofagos de granulécitos (GM-CSF).
Anticorpos como Ipilimumab (anticorpo humano contra CTLA-4) e Nivolumab (anticorpo
anti-PD-1) estdo envolvidos com o bloqueio de sinal inibitério de CTLA-4, ativacdo de
células T e linfocitos que infiltram o tumor; e desligamento de resposta de célula T para
reduzir uma reacdo imune exagerada, respectivamente. (RIGON et al., 2015). As
terapias combinadas com Ipilimumab e Nivolumab podem gerar mais efeitos colaterais
do que uma terapia que use somente um agente. Porém, a média de sobrevida dos
pacientes submetidos a terapia combinada mostrou-se maior (1 a 2 anos) comparada

aos pacientes sob terapia com apenas um dos agentes. (POSTOW et al., 2015).

Outro tipo de terapia utilizada contra o melanoma é a quimioprevencao, que se
trata do uso de agentes sintéticos ou naturais para bloquear o desenvolvimento ou
prevenir lesbes pré-malignas, presentes na progressao invasiva do cancer. Exemplos
de agentes de quimioprevenc¢éo, que atuam como antioxidantes, sdo 0s carotenoides,
vitaminas E e C. Ainda assim, o tratamento mais realizado para melanoma primario € a
remocdo cirlrgica da lesdo. Apés a remocao, o tecido € enviado para a andlise para
identificar o estdgio do melanoma, baseando-se na localizacdo (tecido epidérmico ou
dérmico) e espessura do mesmo. Quando ndo é possivel a remocdo total do
melanoma, através da cirurgia, em certos locais, como na regido nasofaringeal,
sinonasal e regides orais, se faz necessario o uso de radioterapia para eliminacao
completa do tumor. (RIGON et al., 2015).

Apesar de certa eficacia, o uso dos tratamentos citados acima pode ocasionar
diversos efeitos adversos, como no caso das citocinas, por exemplo, que
desencadeiam nausea, dor abdominal, vomito, dermatite, enterocolite, diarreia,

constipacdo, hepatite, vitiligo, endocrinopatias e neuropatias. (RIGON et al.,, 2015).
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Sendo assim, outros tratamentos precisam ser desenvolvidos, com o intuito de
aumentar a taxa de sobrevivéncia e diminuir os efeitos colaterais observados.

Pensando nisso, cientistas estdo focando em novas tecnologias.

4.2.1.2. Novas técnicas de tratamento

O uso das nanoparticulas no tratamento do cancer tem sido estudado. Dentre as
novas tecnologias propostas para tratar canceres de pele como o melanoma sao:
utiizacdo de nanocarregadores, como polimeros e nanoparticulas poliméricas,
lipossomos, nanosuspensdes e hanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas
a base de carbono, nanoparticulas magnéticas (MNPs), AuNPs, nanoparticulas
modulares (MNIs), nanoparticulas ativas de redox, pontos quanticos (QDs) e
nanoparticulas de silica (SiNPs). Ha também terapias a base de proteina, que podem
estar relacionadas a tecnologia de transducédo de uma proteina ou até mesmo terapias
baseadas em chaperonas Hsps. As terapias biologicas incluem imunoterapias e células
tronco. Outras abordagens cientificas englobam o tratamento via &cido hialurénico
como portador e como ligante, metodologias de ultrassom, eletroporagdo (EPT),
eletroquimioterapia (ECT), microagulhas, terapia por gene gun, fototerapias e plasma
atmosférico gelado (CAP). (SIMOES et al., 2015). Outra alternativa encontra-se no uso
de nanoparticulas envolvendo técnicas de RNAs de interferéncia. Essa opcdo é
bastante promissora pois possibilita a entrega seletiva de pequenos RNAs ou DNA aos
tumores. Portanto, de acordo com o conceito apresentado, todos 0S genes transcritos
também poderiam ser atingidos. (DIANZANI et al., 2014).

Uma alternativa moderna aos tratamentos abordados é o sistema de entrega de
drogas. A nanotecnologia empregada na entrega de drogas esta relacionada a maior
efichcia do agente antineoplasico, gerada pela utilizacdo de nanoparticula. O uso de
nanoparticulas inclui beneficios como: podem ser produzidas a partir de diferentes
meétodos de preparacao, a superficie pode ser modificada, proporciona estabilidade alta
ao farmaco, moléculas hidrofilicas e lipofilicas podem ser agregadas e possibilidade de
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direcionamento e liberacdo controlada da droga. Porém, ha também os efeitos
negativos do uso de nanoparticulas, como: capacidade reduzida de carregamento da
droga, efeitos toxicologicos precisam ser mais profundamente estudados, a producao
ainda nao pode ser feita em larga escala e a ocorréncia de problemas de estabilidade
durante o armazenamento. (RIGON et al., 2015). A utilizagdo de AUNPs que mostram
uma entrega efetiva de drogas, como o quimioterapico doxorubicina para o tratamento
de linhagens celulares de melanoma também vem sendo utilizada. Além disso, a
aplicacdo dessa técnica apresenta fatores a serem considerados, como a baixa
irritacdo na pele, maior protecdo a droga encapsulada, melhor solubilidade de drogas
pouco hidrossoluveis, maior capacidade de penetracdo de drogas antitumorais na pele
e aumento da meia-vida do farmaco, pois assim a droga teria mais tempo e
biodisponibilidade para atingir células tumorais. As nanoparticulas também ja foram
usadas em experimentos que combinavam nanoparticulas e imunoterapicos, com o

objetivo de diminuir efeitos colaterais no organismo. (DIANZANI et al., 2014).

Os nanofarmacos estdo em desenvolvimento atualmente, visando atingir
canceres. A primeira geracdo de nanofarmacos anticancer foi produzida utilizando o
método passivo (EPR — permeabilidade aumentada e reten¢céo) de entrega a tumores.
O conceito de efeito de EPR pode ser descrito como a diferenciacdo entre um tecido
normal e um tumoral, envolvendo defeitos patofisioldégicos e anatdmicos da vasculatura
tumoral. Deste modo, conhecimentos adquiridos sobre esses defeitos auxiliariam na
busca de novos nanofarmacos. (GREISH, 2007). As drogas Doxil® e Abraxane sao
alguns exemplos disso, e foram aprovadas pelo FDA e o agente diagndstico como o
SPION (nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro) estd em processo de
ensaio clinico. (ZAMBONI et al., 2012).

Aparentemente, quanto mais uma nanoparticula circula no sangue, maiores sao
as chances dela conseguir atingir a vasculatura tumoral e criar acumulagéao no local. O
tamanho das nanoparticulas também foi estudado, pois nanoparticulas pequenas,
como nanoparticulas medindo entre 5-10 nm, sado retiradas da circulacao por filtracdo
renal. Com o aumento do tamanho das nanoparticulas, os locais de acumulacéo sao,

principalmente, o figado e baco. Em relacdo as AuNPs com polietilenoglicol (PEG) com
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tamanho entre 20-90 nm, as que tém maior taxa de circulacdo no sangue sao as que
apresentam um tamanho aproximado de 60 nm (TOY et al., 2014). E, segundo
Chithrani (2006), as células absorvem mais facilmente nanoparticulas de ouro com a
meédia de diametro de 50 nm, para fazer a descoberta, outras nanoparticulas esféricas

e em bastdes foram utilizadas com os tamanhos de 14, 30, 50, 74 e 100 nm.

A nanotecnologia € uma boa candidata para combater a resisténcia a
guimioterapicos, pois as nanoparticulas tém a capacidade de carregar componentes
genéticos e farmacoldgicos ao mesmo tempo, inibindo o crescimento do melanoma e
ajudando a combater a resisténcia do corpo as drogas administradas via
nanoparticulas. (EVANS et al., 2013). Por isso, o uso da nanotecnologia em inibidores
multialvos vem sendo estudada minuciosamente. Essa forma de tratamento tende a ser
mais eficaz, pois ndo atinge somente um alvo, considerando que o cancer € uma
doenca com diversos fatores. Além disso, essa terapia visa prevencdo da resisténcia a
certos medicamentos. Dois tipos predominantes de inibidores multialvos séo
conhecidos: inibidor de droga unico, que afetaria diversas vias metabdlicas ao mesmo
tempo; e inibidores multidrogas, ou uma combinacdo de agentes, sendo que 0s
mesmos inibiriam varias vias metabdlicas. O uso de nanotecnologia para a entrega de
drogas é importante, pois, € preciso que o0s inibidores multialvos se acumulem na
vasculatura do tumor, minimizando os efeitos colaterais e aumentando a eficacia da
droga. Uma droga considerada monoterapica que teve sucesso em tratamentos de
cancer foi a Zelboraf, usada para tratar melanomas mais avancados. Porém, o
problema da droga Zelboraf € que a mesma atingia uma Unica via metabdlica,
facilitando a ocorréncia de resisténcia a droga, pois anormalidades multi-génicas das
células tumorais puderam superar a acdo dos elementos presentes no farmaco. Por
isso, o farmaco Zelboraf passou a ser substituido por outros inibidores multialvos, para
evitar resisténcia. (GOWDA et al., 2013). No entanto, um exemplo de agente que pode
ser carreado por nanoparticulas e que atinge multiplos processos ao mesmo tempo é o
Vemurafenib, o qual atinge melanomas com a mutagao V600ER_Raf , ajudando a prevenir

eventuais resisténcias ao farmaco. Em individuos que apresentaram a proteina *°°*B-



24

Raf houve regressdo tumoral de até 80% nos primeiros dois meses do tratamento.
(SINGH et al., 2012).

Terapias baseadas em energia tém utilizado nanotecnologia, especialmente no
tratamento de céncer. Podemos citar como terapias baseadas em energia: campo
magnético alternado, fotodindmica, microondas, frequéncia de radio (RF), ultrassom
focado em alta intensidade (HIFU) e crioablacdo. Uma vantagem desses métodos é a
destruicdo mais localizada de células cancerosas, diminuindo consequentemente
efeitos colaterais sistémicos e infeccbes. As terapias baseadas em energia sao
realizadas utilizando-se temperatura aplicada na é&rea delimitada de tratamento,
visando eliminar as células tumorais. Esse procedimento € feito através de uma
pequena incisdo onde a sonda é inserida ou focando principalmente nas fontes
externas de altas energias. Geralmente, as nanoparticulas sao administradas
concomitantemente com técnicas de ablacdo e podem ser inseridas diretamente em
uma regido afetada por tumor ou por via sistémica. Além disso, essas técnicas de
ablacdo termal podem ser divididas em dano por aquecimento (hipertermia) com
temperatura maior que 43°C, ou dano por resfriamento (criotermia) com temperaturas
abaixo de -20°C. O resultado obtido por essa técnica € altamente dependente da
temperatura e do tempo que a mesma é aplicada. Na técnica de dano por aquecimento
€ possivel observar desnaturacdo de proteinas, injurias vasculares e ruptura de
membrana celular, enquanto que na técnica de dano por resfriamento ocorre um maior
dano mecanico pela formacéo de gelo, isquemia devido a dano vascular, desidratacao
celular e resposta imunoldgica pés-tratamento. Porém, as ablacdes termais também
tém alguns problemas a serem considerados, como possiveis distribuicbes desiguais

de temperatura e dificil visualizacdo durante o procedimento. (GILSTRAP et al., 2011).

Com o aumento de estudos na area de nanotecnologia foi possivel obter uma
resolucdo maior da area de tratamento com ablacfes termais, visualizacdo tumoral,
além de aumentar a eficicia da terapia. Os métodos mais utilizados para aumentar a
eficacia dos tratamentos de ablacdo baseados em energia foram a introducdo de
nanoparticulas locais ou sistémicas. Nanotubos de carbono, nanoparticulas de oxido de

ferro e nanoconchas de ouro mostraram-se de grande utilidade para o0 uso
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concomitante com terapias de aquecimento, pois as nanoparticulas absorvem a
energia irradiada. Além disso, o uso de nanoparticulas no diagnostico possibilita a
visualizacdo do tumor através de métodos ndo invasivos como a ressonancia
magnética (MRI) e tomografia computadorizada (CT), auxiliando na escolha do melhor

tratamento para determinado cancer. (GILSTRAP et al., 2011).

A seguir havera uma descricdo mais detalhada das AuNPs e suas aplicacbes

em tratamentos de canceres.

4.3.Nanoparticulas de ouro (AuNPSs)

4.3.1. Caracteristicas do ouro

O ouro é classificado na tabela periédica como um metal nobre, do grupo Bl e
namero atbmico 197. Pode ser encontrado em diferentes estados de oxidacao,
refletindo em diferentes niveis de reatividade e estabilidade em relacdo a outros
elementos quimicos. Esse metal nobre pode ser detectado em infimas fracdes nos
tecidos humanos, concentracdo sanguinea, cabelo, pele e unhas. (THAKOR et al.,
2011).

O elemento quimico e o material ouro vém sendo usados h& muitos séculos e
uma das caracteristicas que mais impressiona as pessoas € a sua beleza em “manter o
lustre” por longos anos. Para quimicos, o ouro que antes era considerado um elemento
pouco atrativo e com poucas oportunidades de utilizacdo, por ser na maioria das vezes
guimicamente inerte, hoje € considerado fascinante pelo fato de poder ser usado em

nanoescala para catalises e formacéo de materiais. (HUTCHINGS et al., 2008).

Em 2.500 a.C o ouro ja era utilizado medicinalmente nas culturas ancestrais
chinesas e egipcias. A biodisponibilidade no organismo depende essencialmente da

rota de administracdo adotada para o tratamento. As caracteristicas presentes no ouro
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gue € administrado oralmente sdo diferentes das caracteristicas do ouro que sera
injetado via solugéo aquosa. Isso ocorre devido ao fato de que o ouro administrado
oralmente precisa ser ingerido e absorvido pelo trato gastrointestinal e para isso ocorrer
eficazmente ele precisa ser lipossoluvel. Essa diferenca entre solubilidades é
importante para os aspectos fisioquimicos, toxicolégicos e farmacocinéticos do ouro. O
ouro de reatividade (0), reatividade sendo a tendéncia de doar elétrons (logo, uma
maior tendéncia de doar elétrons, torna o elemento mais reativo) pode ser utilizado em
jOias, proteses e por ter baixa toxicidade € usado principalmente como veiculo para
terapia de genes. O metal nobre de reatividade (l) serve para o tratamento de doencas
através de preparacdes orais e injetaveis, os efeitos adversos podem variar e tanto
reacoes de hipersensibilidade comuns quanto reacdes de pele mais raras podem
aparecer. Diarreia pode ser notada como efeito adverso ao uso de preparacdes orais
contendo ouro. Além disso, em casos raros, 0 ouro pode ser encontrado nos rins,
causando nefrotoxicidade, devido a injecdo com preparacdo de complexos de ouro.
Doencas relacionadas ao sangue, reacdes inflamatoérias no pulméo e neurotoxicidade
também ja foram observadas e reportadas como efeitos adversos raros. Na gravidez, o
uso de complexos de ouro deve ser interrompido, pois 0 mesmo é teratogénico.
(THAKOR et al., 2011).

Outras aplicacBes do ouro para o tratamento de doencas foram observadas em
1890, quando foi descoberto que os sais de ouro eram toxicos para os bacilos da
tuberculose, esse tratamento com sais de ouro, denominado auroterapia, foi utilizado
por cerca de 30 anos. Além disso, a auroterapia mostrou bons resultados no tratamento
da artrite reumatoide nos ultimos anos. A toxicidade dos sais de ouro apresenta-se
através de reacBes de hipersensibilidade da pele e mucosas, toxicidade renal e
depressao da medula 6ssea. (ANTONOVYCH, 1981).

Apesar das nanoparticulas serem materiais biotecnolégicos muito estudados
atualmente, ha indicios de que a utilizagdo das mesmas ocorria desde a época romana.
Antigamente, suspensdes de ouro eram usadas para dar cor a vitrais, por exemplo.
Porém, foi na india que ocorreu o primeiro uso das nanoparticulas metalicas para a
medicina. (TAURAN et al., 2013).
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4.3.2. Producéo e caracteristicas das AuUNPs

Para producdo das nanoparticulas de ouro, trés métodos podem ser utilizados:
fisico, quimico e bioldgico. O primeiro refere-se a irradiacdo de microondas, ablacao
com laser, método sonoquimico, irradiagdo ultravioleta, inducdo de radicais, processo
termolitico e fotoquimico. (BHATTACHARYYA et al., 2011). O segundo, € amplamente
utilizado e para que o método seja eficaz € necessario que os elementos nobres das
nanoparticulas passem primeiramente por uma preparacdo que, usualmente, consiste
na reducdo quimica de um sal metdlico (HAuCl;) na presenca de agentes
estabilizadores (citrato de sodio), sob um ponto de ebulicdo, a fim de evitar a oxidagéo
e aglomeracgido na fase reduzida. (TAURAN et al., 2013) ; (DIOS, DE; DIAZ-GARCIA,
2010). Além disso, outros métodos quimicos utilizam matriz inorganica como suporte
para a geracao de nanoparticulas. (MUKHERJEE et al., 2002). O ultimo método refere-
se a utilizacdo de fungos e bactérias como fabricas de nanoparticulas, essa técnica
vem chamando a atencdo da comunidade cientifica devido a sua caracteristica “verde”,
pois € uma alternativa sustentavel a producdo tecnolégica de nanomateriais.
(BHATTACHARYYA et al., 2011).

As nanoparticulas podem entdo ser classificadas em diferentes tipos de acordo
com suas particularidades, sdo eles: nanobastdes, nanoesferas, nanofitas,
nanoprismas, nanoestrelas, nanogaiolas, entre outros. (YANG; CUI, 2008). Elas
também tém caracteristicas distintas que sao geralmente influenciadas pelo seu
formato e tamanho, como: propriedade 6tica, quimica e eletromagnética. (THAKOR et
al., 2011). As nanoparticulas de ouro apresentam uma forte caracteristica de absorcao
da luz visivel em comprimentos de ondas definidos, dependendo especialmente do
tamanho e forma das nanoparticulas. (KELLY et al., 2003). Na FIGURA 3 podemos
observar diferentes solu¢des coloidais de AuNPs, onde a cor mais avermelhada esta
relacionada com tamanho menor das AuNPs, enquanto os diferentes tons de roxo

indicam tamanho maior das AuNPs, respectivamente. (COOPER, 2015).
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FIGURA 3 — COMPARATIVO ENTRE COR E TAMANHO DE NANOESFERAS

] e e

FONTE: COOPER (2015, P.11)

Os nanobastdes podem ser produzidos via crescimento mediado por particulas
precursoras (seed) e ndo mediado por seed (AUSTIN et al., 2014). Além disso, 0s
nanobastdes podem ser sintetizados através do método de sintese direta de
surfactante brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), ambos os métodos citados
produzem uma grande quantidade de nanobastdes de ouro homogéneos e podem ser
executados em sequéncia, primeiramente a solucao seed e, posteriormente, a solucéo
growth, fase na qual o surfactante, mencionado anteriormente, direciona o crescimento
dos nanobastdes. O componente CTAB, no entanto, traz consigo a problematica de ser
toxico, e, para solucionar essa questao pesquisadores encontraram diversas maneiras
de funcionalizar a superficie de nanobastfes, aumentando sua biocompatibilidade e
bio-distribuicdo. Alguns exemplos de funcionalizagbes seriam: adicdo de
oligonucleotideos para transformar os nanobastdes em ensaios de nanobastdes de
ouro (AuNRs), dendrimeros que possam substituir o CTAB toxico na superficie dos
nanobastdes, modificacdo por polietilenoglicol (PEG) em nanobastdes e nanoparticulas
magnéticas para revestir a superficie de AuNRs. (GUI; CUI, 2012). Os nanobastbes
sdo geralmente observados, em solugdes, nas cores azul ou preto. (THAKOR et al.,
2011).

Ja as nanoesferas sdo produzidas em grandes quantidades e por isso sao
amplamente utilizadas, principalmente, em aplicacbes técnicas que requerem

relativamente alta monodispersdo, ou seja, as particulas do sistema coloidal tém
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tamanhos semelhantes entre si. A reducéo do citrato de Turkevich’s é considerada um
dos principais métodos para gerar as nanoesferas com didmetros de 210 nm. (AUSTIN
et al., 2014). Em relacdo a sua propriedade oOtica, as nanoesferas sdo usualmente

observadas com a cor avermelhada-vinho. (THAKOR et al., 2011).

4.3.3. Funcionalizagdo de AuNPs

De acordo com Delong (2010) a funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro é
essencial para a estabilidade, biocompatibilidade e funcionalidade das mesmas. O
principal objetivo da funcionalizacdo seria o de manter certas caracteristicas das
AuNPs e das suas ligagbes com outras moléculas. Assim sendo, as outras moléculas
biologicas devem estar estdveis e capacitadas para conservar 0 Seu
bioreconhecimento e as AuNPs devem preservar suas caracteristicas, como a
disperséo de luz e fortes bandas de absorcéo de plasma. A funcionalizagcao € muito (til
em atividades biomédicas, pois com a funcionalizacdo de superficie de AuNPs é
possivel que elas sejam dirigidas a locais especificos para o tratamento de uma
determinada doenca ou malignidade. Alguns procedimentos que podem ser apontados
como exemplos sdo: adsorcdo eletrostatica, métodos de afinidade baseada e
guimissorcdo. O primeiro procedimento, adsorcéo eletrostatica, é de facil realizacdo e
refere-se a adsorcéo de cargas positivas de moléculas de nanoparticulas estabilizadas
por derivados de &cido carboxilico (ligantes anidnicos). O segundo refere-se a
funcionalizacdo de nanoparticulas com grupos que oferecem sitios de atracdo para
biomoléculas ligarem-se, assim como as proteinas e oligonucletideos também podem
ligarem-se mais especificamente. A quimissor¢cdo estd ligada a tamponacgdo de
nanoparticulas usufruindo da atracdo de metais nobres para com moléculas que
contenham tiol ou por ligacdo covalente através de ligantes bifuncionais. (TAURAN et
al., 2013). De acordo com (PATRA et al., 2008) aléem da afinidade com tiol, o ouro

também apresenta afinidade com amina, facilitando assim as alterac6es de superficie
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gue ocorrem em nanoparticulas de ouro por intermédio da ligacdo entre Au-S e Au-N

com quimioterapicos que apresentam essas caracteristicas.

Essa funcionalizacdo de superficie de nanoparticulas abordada anteriormente é
necessaria para as nanoparticulas, visto que, elas precisam ser modificadas para
tornarem-se apropriadas para diferentes aplicacdes. Essas modificacdes tém como
alguns de seus objetivos: estabilizar as nanoparticulas em solucdo para o controle do
crescimento de particulas e determinacéo da forma durante o processo de crescimento;
aumento da capacidade de solubilizacdo das nanoparticulas em Varios solventes;
dispor de diferentes grupos funcionais na superficie da particula; protecdo contra
oxidacdo devido a melhoria de caracteristicas mecanicas e quimicas na superficie e
reduc&o nos efeitos toxicos das nanoparticulas. (DIOS, DE; DIAZ-GARCIA, 2010).

Alguns fatores podem determinar a bioatividade de AuNPs e sua resultante
funcionalizacdo. Dentre esses fatores, podemos considerar os mais importantes: a
forma, tamanho, carga e densidade do elétron, coordenadas espaciais, pH,
concentracdo e solvente, assim como o método de preparacéo. E importante observar
gue a conjugacdo de diferentes quimicos para modificar a superficie de uma
nanoparticula gera derivados de AuNPs com objetivos multifuncionais. Além disso,
laboratorios de todo o mundo estdo empenhados em descobrir se a conjugacdo e
caracterizacdo quimica, assim como as estratégias de estabilizacdo e entrega de
drogas podem ser usadas em vacinas de DNA, moléculas terapéuticas de RNA e
SiIRNA e vacinas de RNA. (DELONG et al., 2010).

A sequir, as utilizag6es das AuNPs em diferentes areas serdo abordadas, com

uma selecdo de alguns estudos relevantes na area.

4.3.4. Utilizacdes de AuNPs

As nanoparticulas de ouro tém aplicacbes em areas diversas, como

biofuncionalizacdo, biodiagnostico e imagem, além de aplicacdes clinicas e
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terapéuticas. A biofuncionalizacdo € garantida, devido a estabilidade de superficie das
nanoparticulas de ouro e modificacdo relativa de superficie, facilitando a ligacdo e
funcionalizacdo entre diferentes moléculas biolégicas e organicas. Essa modificacdo
relativa de superficie € realizada através de interacdes covalentes e ndo covalentes,
contribuindo para a substituicdo de agentes potencialmente toxicos e uso em alvos

biologicos, biosensores e biodiagnoésticos. (AUSTIN et al., 2014).

Atualmente, o ouro é o material que tem um maior numero de estudos realizados
para seu uso em terapias de radiacdo. (COOPER et al., 2014). Como resultado do uso
de AuNPs em radioterapia, é possivel citar o exemplo de Chang (2008) em que AuNPs
e elétrons de radioterapia foram determinantes para observar um aumento na apoptose
de células tumorais em ratos, levando a um prolongamento da vida do animal.

AplicacBes biologicas das AuNPs estdo sendo correlacionadas ao uso em
microscopia ou como veiculo para transporte de biomoléculas para células, por
exemplo. As aplicagBes das AuNPs referentes a deteccéo de imagem e biodiagnéstico
sdo possiveis devido a propriedade otica das particulas, descoberta por Faraday em
1857 (FARADAY, 1857), que disseminam luz e podem aumentar o desempenho de
uma corrente elétrica. Essa deteccdo se torna viavel, pois o tamanho das
nanoparticulas se assemelha ao de moléculas como o DNA e proteinas, favorecendo a
introducdo das mesmas em células tumorais ou células-alvo que necessitam ser
estudadas. (AUSTIN et al., 2014). Essa capacidade Optica das nanoparticulas pode ser
facilmente notada, visto que apresentam cores intensas e isso se deve a interacao das
mesmas com a luz. (TAURAN et al., 2013). E, segundo Bhattacharyya (2011) as
AuNPs podem ser utilizadas como agentes ativos que agem em processo celulares e
tém caracteristicas antitumorais e antiangiogénicas. Experimentos realizados por
Sokolov e colaboradores (2003) utilizaram plataformas multifuncionais de AuNPs
através da ligacdo de um anticorpo a EGFR (Receptores de fatores de crescimento
epidérmico). Esses receptores sao identificados em grandes quantidades em células de
cancer cervical, indicando que havera uma detecgdo maior dessas células tumorais
devido a eficiéncia das nanoparticulas observadas através de microscopia confocal.
(BHATTACHARYYA et al., 2011).
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As nanoparticulas tém a capacidade de transportar diferentes cargas até um
determinado alvo, alguns exemplos incluem pequenas moléculas de farmacos,
biomoléculas maiores como proteinas, DNA ou RNA. E importante considerar o fato de
gue a liberacdo eficiente desses agentes € essencial para uma terapia de sucesso.
(GHOSH et al.,, 2008). A entrega de drogas citotoxicas a lugares especificos no
organismo pode ser feita através das AuNPs, ja que essas ajudam a reduzir niveis de
toxicidade e efeitos adversos. (BHATTACHARYYA et al., 2011). A liberac&o de cargas
pelas nanoparticulas de ouro pode ser ocasionada através de estimulos internos, como
glutationa ou pH, ou através estimulos externos como a luz. (GHOSH et al., 2008).
PATRA e colaboradores (2008) realizaram um experimento onde se observou a
entrega de drogas de baixa dose de gencitabina através do uso de cetuximab atuando
como agente-alvo e nanoparticulas realizando o papel de veiculos de entrega de
drogas, o que resultou no bloqueio do crescimento do tumor em um modelo de cancer
pancreético. Ademais, h&a outros alvos que podem ser regulados pelas AuNP, como os
receptores de folato, que sdo expressos em altas quantidades em canceres, como 0s

de mama, rim, ovario e cérebro.

Além da entrega de drogas, a terapia génica pode ser realizada por AuNPs
devido a sua capacidade de ligacdo com peptideos que conseguem atravessar a
membrana plasméatica da célula. (ARVIZO et al., 2010). De acordo com Nativo e
colaboradors (2008) a funcionalidade da membrana pode afetar na
compartimentalizacdo subcelular das nanoparticulas de ouro. AuNP conjugados com
peptideos podem entrar na célula por endocitose ou diretamente pela membrana
plasmatica, sendo assim, no caso de endocitose, 0s conjugados sdo liberados na
matriz celular. (ARVIZO et al.,, 2010). Tkachenko (2003) conseguiu resultados
interessantes, onde as AuNP conjugadas com peptideos funcionavam melhor no

guesito de atingir o nucleo do que peptideos sem nanoparticulas.

Outra aplicagéo clinica das nanoparticulas esté ligada a ensaios de ressonancia
plasmonica de superficie localizada, como nos testes de urina para detectar gravidez.
As nanoparticulas sdo mais adequadas do que fluoroforos a esse tipo de ensaio, pois

sdo mais foto-estaveis e absorvem luz visivel mais eficientemente. Além disso, também
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podem ser utilizados em ensaios que detectam e sdo capazes de monitorar patégenos
provenientes de alimentos. (AUSTIN et al., 2014). As nanoparticulas de ouro também
sdo muito Uteis no que se refere a técnicas de imagem, como: dois fotons de
fluorescéncia (TPF), imagens de espalhamento de luz, imagem fotoacustica e
tomografia (PAT), raio-x de tomografia computadorizada (CT), espectroscopia Raman
de superficie melhorada (SERS) e imagem por ressonancia magnética (MRI).
(CABRAL; BAPTISTA, 2014). O novo ramo da medicina em que as nanoparticulas
podem ser utilizadas € denominado de teragndstica, onde diagndstico e terapia podem
ser obtidos. (LIM et al., 2013).

Um exemplo de aplicacdo terapéutica das nanoparticulas seria a utilizacdo das
mesmas no tratamento de diversas doencas, uma delas, a artrite reumatoide, foi
amplamente investigada quanto a efeitos adversos decorrentes do uso das
nanoparticulas e evidenciou que ha minimos riscos para o paciente. (THAKOR et al.,
2011).

Aplicagbes terapéuticas utilizando fototermalidade, a qual é responséavel pela
eliminacdo de tumores por meio de elevacdo da temperatura, foram realizados. Os
nanobastdes sao importantes nas areas de terapia fototérmica, imagiologia molecular e
biosensores, além disso, seu uso na distribuicdo de genes para a terapéutica do cancer
€ significativo. Alguns beneficios dos nanobastdes fazem com que 0s mesmos sejam
mais acessiveis para estudos cientificos e utilizacdo em experimentos do que outras
formas de nanoparticulas de ouro. Dentre os beneficios dos nanobastfes, os mais
considerados sdo: 0 seu uso causa reacbes moderadas no organismo; variados
procedimentos sintéticos podem ser selecionados para o0 desenvolvimento de
nanobastdes e ha um alto aproveitamento com uma distribuicho de tamanhos
homogéneos de nanoparticulas. (YANG; CUI, 2008). Outro resultado interessante com
nanobastdes é a combinagdo de hipertermia induzida, pelos nanobastbes, e
guimioterapia via cisplatina para atingir células tumorais de ovario (SKOV3) (MEHTALA
et al., 2014). Nanobastdes ja foram unidos a anticorpos de anti-EGFR para serem
usados com dispersédo proximo ao infravermelho (NIR) com o objetivo de regular danos

fototérmicos nas células cancerosas. (HUANG et al., 2006).
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O préximo tépico desta monografia terd como principal tema as aplicacdes dos
nanocompadsitos de ouro, em diferentes tipos de cancer. A relevancia dessa parte se
encontra no fato de que com a seguinte coletinea de estudos h& uma maior
compreensao dos métodos que vém sendo utilizados em diferentes laboratérios pelo

mundo.

4.4. Aplicacdes de nanoparticulas de ouro, com enfoque em cancer

7

O cancer €& apontado como um dos maiores causadores de mortes na
humanidade. Sendo assim, os cientistas estdo cada vez mais focados em encontrar
solucbes para melhorar a qualidade de vida das pessoas que sofrem dessa doenca.
Diferentes formas de reducado dos efeitos colaterais dos farmacos usados para eliminar
células cancerosas vém sendo investigadas. Esses efeitos colaterais sdo originados
pela falta de especificidade do quimioterapico, que além de atacar células cancerosas,
ataca as células normais do paciente também. A fim de encontrar o tratamento ideal
gue atinja somente células cancerosas, pesquisadores vém buscando a "bala méagica"
(do inglés magic bullet). Além da utilizacdo para o tratamento, essa precisdo poderia

ajudar também no diagndéstico da doenca. (BAZAK et al., 2014).

Atualmente, muitos tratamentos utilizados para combater o cancer ndo tém a
eficAcia esperada, pois sao rapidamente eliminados do citoplasma e metabolizados,
sendo transformados em formas inativas. Dessa maneira as formas inativas acabam
por impedir o andamento eficiente do tratamento. (KANNAN et al., 2012). Por esse
motivo, novas estratégias foram criadas para minimizar essa problematica.
Nanoparticulas podem apresentar a importante caracteristica de especificidade e,

portanto, diferentes métodos de tratamento via nanoparticulas estédo sendo descritos.

Inicialmente, AuNPs foram testadas para investigar o nivel de toxicidade nos
tecidos, porém, de acordo com Hainfeld (2004) nenhum dano bioquimico ou
hematoldgico foi observado, baseado na aplicagcdo de AuNPs de 1,9 nm (2,7g Au/kg)

por meio de injecdo intravenosa. Outro cientista também fez experimentos com o
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objetivo de investigar o nivel de toxicidade para AuNPs de 13,5 nm administradas em
trés diferentes rotas: oral, injecdo na veia caudal e injecdo intraperitoneal. Os
resultados mostraram indices baixos de toxicidade para baixas concentracbes de
AuNPs utilizadas, porém, conforme a concentracdo de nanoparticulas foi aumentando,
observou-se a reducdo de peso em alguns animais e dano significativo aos 6rgaos. As
rotas de administragcdo que mais causaram toxicidade foram a oral e intraperitoneal.
(ZHANG et al., 2010). E, de acordo com Cabral (2014) apesar dos esforcos para utilizar
AuNPs em estagios clinicos, poucas triagens clinicas foram realizadas pois a
toxicidade dependente de tamanho, superficie de contato e forma. Portanto, esses
aspectos precisam ser mais estudados, assim como a limitacdo em capacidade de
penetracdo de tecido e a propriedade nao biodegradavel que pode resultar em

acumulacao, dificultando a eliminacédo das AuNPs nas excretas.

Diversos experimentos estdo sendo executados para confirmar a eficacia e
possiveis utilizacdes dessas. Foram descritas possibilidades de administracdo de
nanoparticulas juntamente com &cidos nucleicos, quimioterapicos e radiosensores
atuando de modo via alvo ativo ou alvo passivo. A ligacdo de nanoparticulas
diretamente em células doentes através de interacdo entre ligantes adsorvidos as
nanoparticulas com receptores das células é denominada alvo ativo. Ja a simples
localizacdo de nanoparticulas em tecidos de permeacéo e retencdo aumentadas, como
vasculaturas tumorais (efeito EPR - permeabilidade aumentada e retencdo) é
denominada de alvo passivo. (CAPCO; CHEN, 2014). H4 uma supresséo de filtracao
linfatica nessa vasculatura, possibilitando uma retencdo maior de macromoléculas e
particulas no espaco intersticial do tumor. As principais caracteristicas dos
nanocompasitos carreadores de farmacos que devem ser levadas em consideracéo e
gue podem modular e/ou maximizar o efeito EPR s&o: tamanho, forma e carga das
particulas. Um fato interessante sobre o efeito EPR, & que ele é raramente encontrado
em canceres de pancreas e de estbmago. (DYKMAN; KHLEBTSOV, 2016).

O direcionamento de nanoparticulas via alvo ativo compreende a ligacdo a
receptores como a,Bs.integrinas, acido félico e antigeno especifico de membrana da

prostata (PSMA), por exemplo. Estudos também tém sido realizados em relacdo a
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outros alvos, como aptameros, anticorpos, moléculas pequenas e peptideos. Um grupo
de estudo da California Institute for Technology mostrou que as nanoparticulas dirigidas
ativamente tém indices maiores de entrega de drogas a células cancerigenas do que
nanoparticulas direcionadas pelo método passivo. O método via alvo ativo também tem
outros beneficios: reducao do reconhecimento imunoldgico do farmaco carregado pela
nanoparticula e uma liberagdo que possibilita circulacdo eficiente para atingir células
cancerigenas. (ZAMBONI et al., 2012).

Para que esse tratamento via nanoparticulas pelo modo ativo seja realizado
eficientemente e torne-se viavel para individuos responsivos a terapia, € necessario
gue haja uma analise de fendtipos néo reativos na populacdo em geral, ou seja, alguns
individuos que podem néo responder a esse tratamento. Além de verificar se mutacées
ou mudancas de fendtipo ocorrem nas vias metabodlicas ou nos receptores de
superficie ao longo da terapia. Logo, avancos nas areas de fenotipagem e genotipagem
auxiliariam no desenvolvimento e aperfeicoamento da nanobiotecnologia, inclusive no
tratamento ao cancer. E para o tratamento que utiliza as nanoparticulas por via alvo
passivo algumas melhorias significativas poderiam ser realizadas nos quesitos de
propriedades fisico-quimicas que influenciariam a deposicdo e difusdo de
nanomateriais no tumor. Além disso, o processo de selecionar pacientes que sejam
suscetiveis ao efeito EPR do método via alvo passivo também é outra forma viavel para
realizar o tratamento. Para a via alvo passivo, tecnologias de triagem de biomarcadores
e fenotipagem de pacientes seriam as ideais, além da importancia do uso de
equipamentos clinicos para imagem, para que se tenha uma abordagem menos
invasiva. (BERTRAND et al., 2014).

Pesquisas demonstraram que AuNPs que tém suas propriedades de superficie
modificadas teriam a capacidade de controlar sua acumulacdo em tumores,
influenciando também na liberacdo dos farmacos na area afetada por células tumorais.
AuNPs que foram funcionalizadas com uma monocamada de PEG (Polietileno glicol)
tiolado e um grupo de carboxilato demonstraram uma significante melhoria em entrega
de farmacos anticancer de platina como oxaliplatina, carboplatina e cisplatina.

(BROWN et al., 2010). Ademais, AuNPs que foram conjugadas com albumina de soro
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bovino obtiveram um resultado muito significativo e hoje sdo considerados como um
dos melhores veiculos para a entrega de farmacos, devido a baixa taxa de associacéo
nao-especifica, tendo maior controle na biodistribuicdo em tecidos. (MARIAM et al.,
2015). A ligacdo entre albumina de soro bovino com conjugados de cloroquina com
AuUNPs funcionalizadas com tiol foi observada e mostrou-se util em combinagbes com

outras terapias para combate ao cancer. (JOSHI et al., 2011).

Outra estratégia na administracdo de AuNPs para o tratamento de cancer se da
através do revestimento das nanoparticulas com PEG-gPLL (metoxi-polietileno-glicol-
enxerto de poli (L-lisina) copolimero). AuNPs revestidas com PEG-gPLL passam por
um processo de estabilizacdo para formar particulas fracamente positivas, passando a
serem chamadas de AuNP3 Os resultados indicam que esse complexo foi altamente
captado em células endoteliais humanas, com nivel de toxicidade baixo. Porém,
ocorreu alta toxicidade dependente da dose em células cancerosas epiteliais. Assim, o
estudo evidenciou a capacidade de AuNPs revestidas com PEG-pPLL de se
encontrarem in vivo como formas ndo agregativas e biocompativeis para uso em
terapias de cancer. (BOGDANOJV et al., 2015).

Além disso, uma alternativa para obter maior eficiéncia para o tratamento de
cancer encontra-se no conceito de atingir organelas especificas da célula através do
uso de AuNPs, aumentando assim o impacto em células tumorais. Seguindo essa
l6gica, as AuNPs estdo sendo produzidas a fim de concentrarem-se em
compartimentos subcelulares, gerando destruicdo das funcdes intrinsecas de células
cancerosas, Vvitais para a sobrevivéncia do tumor. Essa destruicdo pode ser realizada
através de diferentes vias: por meio de entrega de agentes anticancer, dano mecanico
localizado no compartimento subcelular e ablagéo fototérmica eficiente devido a alta
concentracdo de AuNPs no local. Essa estratégia € também importante no aspecto de
reduzir a toxicidade, por diminuir a quantidade necesséria de carregamento de drogas
e nanoparticulas de ouro. Alguns exemplos de drogas que sdo carreadas pelas
nanoparticulas sao: doxorrubicina, drogas baseadas em platina e paclitaxel, que afetam
nucleo e mitocondrias respectivamente. As AuNPs que atingem o0 nucleo podem

danificar a célula tumoral, interferindo com o0s processos de crescimento celular,
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proliferacdo e apoptose, chegando até a provocar modifica¢cées no tamanho do nucleo,
forma do envelope e organizagdo de cromatina. Um exemplo disso, sao as nanoesferas
ou nanoflores de AuNPs que danificam membranas celulares, laminas nucleares e
funcdes nucleolares, porém, ndo foi observada danos por particulas maiores em
modelo de cancer de mama. Além do nucleo, as mitocondrias também podem ser
afetadas pelas nanoparticulas com o objetivo de tratar o cancer, por serem
responsaveis pela producdo de energia na célula e regulacdo da morte celular.
Algumas consequéncias de atingir a mitocéndria com as AuNPs incluem modificacdes
morfolégicas na organela, perda de potencial de membrana e producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). (KODIHA et al., 2015).

7

A terapia denominada fototérmica é outra das muitas aplicacdes das AuNPs.
Essa terapia € responsavel pela eliminacdo de tumores por meio de elevacdo da
temperatura, para aproximadamente 45°C. Com isso, ocorre maior controle do tumor
no local e aumento na eficacia fototérmica devido a redugdo de energia necesséria
para uso de lasers, reduzindo assim o risco de toxicidade para tecidos proximos.
(CABRAL; BAPTISTA, 2014). De acordo com os fatos apresentados, essa terapia se
mostra util, mas tem seus efeitos colaterais, principalmente em relacao as AuNPs que
tém uma forte eficacia fototérmica, pois essas nanoparticulas ndo sao excretadas do
organismo. Porém, mais experimentos precisam ser realizados para confirmar sua real
eficiéncia em combater as células tumorais e no pés-tratamento com as patrticulas. (LIU
et al., 2013).

Outro estudo juntou duas terapias semelhantes, a fototérmica e a fotodinamica.
Sendo que, a terapia fotodinAmica refere-se a uma reacdo quimica que é ativada pela
luz, utilizada para destruicao seletiva de um tecido, requerendo, além da luz, o agente
fotossensibilizante no tecido-alvo e oxigénio, gerando entdo as chamadas espécies
reativas de oxigénio (ROS). (ALMEIDA ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). No estudo, a
guantidade de 400 pg de nanocompdésitos de ouro (nanobastdes de ouro revestidos por
silica mesoporosa) foi injetada diretamente em tumores dos figados de ratos, além
disso, ondas continuas com radiacao proxima ao infravermelho foram utilizadas com o

intuito de potencializar as caracteristicas antitumorais fotodinamicas e fototérmicas dos
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nanocompaositos. Observou-se que apos 72 horas o tumor ja havia sido inteiramente
eliminado. No entanto, as duas terapias realizadas separadamente ndo obtiveram o

mesmo efeito do que quando foram combinadas. (KHLEBTSOV et al., 2013).

Visto que a terapia fotodinamica, quando utilizada sozinha, tem alcance de
radiacdo infravermelha limitado, outra alternativa passivel de ser utilizada seria a
terapia sonodinamica. Essa terapia usa ultrassom terapéutico, e por isso, penetra mais
profundamente no tecido, sem perda significativa de energia. Além disso, o ultrassom
penetra as camadas de tecido para atingir somente um ponto focal para excitar agentes
sensibilizadores locais, com precisdo, mostrando-se uma alternativa mais segura e
pouco invasiva. Uma pesquisa feita com a aplicacdo da terapia sonodinamica
juntamente com nanocompdsitos administrados via sistémica (hidrofilizados de Au-
TiO2) mostrou-se promissora, pois com a exposicdo dos nanocompadsitos a terapia
sonodindmica houve a geracdo de ROS e posterior bloqueio no crescimento de
tumores de célon em camundongos. (DEEPAGAN et al., 2016).

Outro sistema de administracdo de nanoparticulas em estudo sdo as AuNPs
radioativas e biocompativeis com o objetivo de tratar o cancer de préstata e outros
tipos de cancer inoperaveis. O alcance de AuNPs funcionalizadas com goma arabica e
radioativas-f de 198Au € grande o suficiente para atravessar as glandulas da proéstata
e suficientemente curta para minimizar efeitos colaterais em tecidos préximos. O 198Au
foi escolhido por sua capacidade de gerar emissao de energia B € meia-vida suficientes
para eliminacdo de tumores. Além disso, resultados farmacocinéticos dessa pesquisa
confirmaram a excelente acumulacdo de cargas terapéuticas de Goma Arabical98Au
em tumores na prostata com pouco vazamento para 6rgdos que ndo eram alvos da
terapia. Devido a essa acumulacédo de GA-198AuNPS dentro de tumores na prostata,
as particulas tém o potencial de destruir células tumorais em areas localizadas e por
isso, é possivel impedir a disseminacéo celular e recrutar células tumorais para dentro
da medula 6ssea, o que ajuda a diminuir o0 niumero de metastases da prostata.
(KANNAN et al., 2012).
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Algumas questbes sobre AuNPs precisam ser solucionadas em um futuro
proximo, como: interacdes de nanoparticulas com células especificas,
compartimentalizagdo celular, mecanismo de entrada e trafego através do corpo.
(BHATTACHARYYA et al.,, 2011). Outra abordagem interessante para um futuro
préximo seria a utilizacdo de plataformas nanoterandsticas, onde médicos poderiam
tomar decisOes baseadas em informacdes obtidas de aplicativos, possibilitando assim
tratamentos mais personalizados para cada paciente em tempo real. (CABRAL;
BAPTISTA, 2014).

Atualmente, as AuNPs ja vém sendo comercializadas, principalmente as
nanoesferas e nanobastdes de ouro, com o intuito de serem utilizadas em contrastes
para diagnosticos e tratamentos com terapia hipertérmica. (ESTADOS UNIDOS/
CANADA. Nanopartz, 2016).
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PARTE I

Existem duas formas principais de sintese de nanoparticulas. A primeira refere-
se a formacédo das nanoparticulas a partir do processo de bottom up, onde reacdes
quimicas, como precipitacdo de oOxidos ou reducdo de ions metdlicos, sdo as
responsaveis pelo crescimento e formacéo de diferentes tipos de nanoparticulas. Os
pontos positivos da técnica seriam: bom rendimento, facil aplicabilidade e baixo custo
energético. Porém, um ponto negativo seria uma maior formagdo de diferentes
tamanhos de nanoparticulas, em relacdo ao método top down. A segunda forma,
denominada de top down, seria a transformac¢do de um material macroscopico em um
nanomaterial, por meio de processos fisicos, para entao resultar em uma nanoparticula
com formato definido. Assim, algumas das vantagens do método seriam a formacao de
nanoparticulas com tamanho e formato bem definidos e mais estaveis do que com o
método bottom up. Além disso, por ndo haver um revestimento como ha no método
bottom up a manipulacéo de superficie se torna mais acessivel. Logo, as desvantagens
seriam o baixo rendimento, alto custo energético e a dificil adaptacdo a producdo em
larga escala. (PEREIRA, 2014).

Essa segunda parte do trabalho consiste no inicio de um projeto maior, que visa
rastrear possiveis efeitos derivados do tratamento in vitro com GA-AuNPs de diferentes
formatos (esféricas ou bastées) sobre o funcionamento de diferentes tipos celulares
(células de melanoma, fibroblastos e macréfagos) em diferentes concentracdes e
tempos de tratamento (24 — 96 horas). Para que se possa utilizar AUNPs para o estudo
em modelos celulares in vitro, muitas etapas sdo necessarias. A primeira etapa € a
sintese e caracterizacdo dessas AuNPs. A segunda, € a estabilizacdo das
nanoparticulas em meio de cultura celular, verificando a manutencdo das
caracteristicas originais das particulas, bem como a auséncia de agregados. A terceira

etapa, por fim, concentra-se na aplicacéo sobre as células.
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5 OBJETIVOS

Sintetizar quimicamente nanoesferas e nanobastbes de ouro revestidas com

goma arabica e verificar sua estabilidade em condic¢des artificiais de cultura (in vitro).

6 MATERIAL E METODOS

6.1.Sintese de nanoesferas de ouro funcionalizadas com goma arébica (GA-AuNPS)

Para realizar a sintese de GA-AuNPs, os seguintes materiais foram utilizados:
acido tetracloroaurico (HAuCl;.3H,0, 30% em HCI diluido, 99,9%) (Sigma-Aldrich),
boro-hidreto de sddio (NaBH4, = 98%) (Nuclear), goma arabica (GA) dialisada (My, = 9.3
x 10°> g mol *, 17% contetdo de &cido uranico) (Sigma-Aldrich). Agua de grau Milli-Q foi
usada para o preparo de todas as solugdes (18.2 MQcm, Millipore). Para dialisar a GA
foi necessario solubilizar o p6 de goma arabica em agua, deixou-se overnight a 4°C, e
entao, a solucéo foi dialisada por 48h em agua destilada através de uma membrana de
didlise (limite de 12-14 kDa) com posterior liofilizacdo. Os reagentes e a goma ja
dialisada foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de macromoléculas e interfaces,
Departamento de Quimica da UFPR, seguindo protocolo especifico. (BARROS, DE et
al., 2016).

A sintese de GA-AuNPs foi realizada através da preparacdo da solucdo que
necessita de 5 mL de HAuCl4 (1,75 x 10  mol/L em H,0O) e 5 mL de GA (0,1% em
H,0). A adicdo dos reagentes foi realizada a 25°C, sob agitacdo branda por 2 minutos.
Em seguida, foi adicionado NaBH; (2,4 mL de solucdo 1mM preparada na hora e

deixada no freezer por no maximo 40 minutos) sob agitagdo por 30 minutos.
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6.2. Esterilizagéo das GA-AuNPs e teste de estabilidade em meio de cultura

A filtracdo das GA-AuNPs foi a forma de esterilizacdo encontrada para que o
material pudesse ser utilizado em meio de cultura celular. Para a filtragdo, foram
utilizadas ponteiras esterilizadas no microondas por 15 minutos, e a filtracdo das GA-
AuUNPs foi realizada em membrana de PVDF 0,22 um (Millipore). Com essa membrana
de filtracdo fina foi possivel haver uma esterilizacdo da solu¢cdo por meio da retencéo
de particulas acima de 0,22 pm, possibilitando assim a eliminagdo de, por exemplo,
poeira e microrganismos da solugcdo com as GA-AuNPs.

Para o teste de estabilidade, a solucéo final foi obtida através da adicdo de 3 mL de
GA-AuNPs + 3 mL de meio Dulbeco's Modified Eagle's Medium (GIBCO) contendo 1,5
g/L de bicarbonato de sddio, 0,11 g/L de piruvato de sédio e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (LifeTechnologies) nao inativado, 1 U/mL de peniciina e 1 upg/mL de
estreptomicina (LifeTechnologies). Essa solucédo foi entdo dividida em dois tubos de
centrifuga de 15 mL. Um deles foi analisado no equipamento UV-vis de espectroscopia
(Agilent Technologies, modelo Cary 60 UV-Vis) para observar a banda plasmoénica e o
outro foi deixado na incubadora (Thermo Scientific, modelo series 8000 WJ) a 37°C,
5% CO,, durante 7 dias. Apds esses 7 dias, o tubo com a solucdo de GA-AuNPs foi
analisado no espectrofotdmetro, para ser possivel uma comparacédo entre o dia O e dia
7. O programa utilizado para plotar o grafico obtido pelo equipamento de
espectrofotometria foi o OriginPro 8.5, sendo possivel a visualizacdo das devidas

bandas plasménicas.

6.3.Lavagem das GA-AuNPs

Essa segunda filtragdo das GA-AuNPs foi realizada para retirar o excesso de
NaBH, que poderia ser nocivo quando a solu¢cdo de GA-AuNPs foi utilizada no meio de
cultura celular. Assim, foi utilizado um tubo de centrifuga (Millipore, modelo Amicon

Ultra-15) com membrana com poros que retinham moléculas maiores que 10kDa.
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Inicialmente, havia 9 mL de solucdo com GA-AuNPs que foi colocado no tubo e
centrifugado a 5.000 rcf por 10 minutos. Depois da centrifugagéo foi adicionado 10 mL
de agua milliQ no tubo e centrifugou-se novamente. Esse procedimento de
centrifugacédo com adicdo de agua MilliQ (10 - 12 mL) e reserva do conteudo filtrado foi
realizado pelo menos mais 4 vezes. O volume obtido ao final das centrifugacdes foi

completado novamente para 9 mL com agua Mili-Q.

6.4.Sintese de nanobastfes de ouro funcionalizados com goma arabica (GA-AuUNRS)

A sintese de AuNRs, feita de acordo com o método descrito por (BARROS, DE
et al., 2016), utilizou, primeiramente, o processo de “Seed” que tem como objetivo a
formacdo de AuNPs. Posteriormente, um crescimento unidirecional e longitudinal foi
gerado através do processo “Growth”, o qual é caracterizado pela adigdo de CTAB,
responsavel pela interacdo entre os grupos polares do composto. O formato das
AuNRs pode ser observado na FIGURA 4 a seguir:

FIGURA 4 — NANOBASTOES DE OURO

P R Y w e Y, W

Micrdscopia (MET) ilustrando o formato dos nanobastées de ouro.

FONTE: H.R. de Barros et al. / Carbohydrate Polymers 152 (2016) 479-486
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Para a sintese de AuNRs, os materiais usados foram: acido tetracloroaurico
(HAuCl4.3H20, 30% em HCI diluido, 99,9%) (Sigma-Aldrich), CTAB (= 98%), boro-
hidreto de sédio (NaBH,4, = 98%) (Nuclear), goma arabica dialisada (M, = 9.3 x 10° g
mol *, 17% contetdo de &cido uranico) (Sigma-Aldrich), nitrato de prata (AgNOs, >
99%) (Sigma-Aldrich) e acido ascoérbico (AA, > 99%) (Dinamica). O protoloco seguido
foi o descrito anteriormente. (BARROS, DE et al., 2016).

A sintese de AuNRs foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
preparagao de uma solugdo denominada “seed” onde adicionou-se 2,5 mL de CTAB
(0,2 mol/L), 5 mL de HAuCl, (0,5 x 10 mol/L), sendo submetida a agitacdo com o
auxilio de barra magnética. Apds a mistura, adicionou-se mais 0,6 mL de NaBH, (0,01
mol/L) sob agitacdo por 2 minutos. Em seguida, foi preparada a solucdo denominada
“growth”, com a adi¢do de 2,5 mL de CTAB (0,2 mol/L), 5 mL de HAuCl; (1 x 107
mol/L), 150 pL de AgNOs (4 x 10 mol/L), também sob agitacéo com auxilio de barra
magnética. Depois disso, mais 70 pL de &cido ascérbico (80 x 10 2 mol/L) e 12 pL da
solucdo “seed” foram adicionados e ficaram 10 segundos sob agitacdo com barra

magnética.

A suspensdo de AuNRs obtida foi centrifugada, o sobrenadante descartado, e
entdo os AuNRs foram ressuspendidos em solucdo de GA 0,04% para a

funcionalizacéo.

6.5. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

A MET foi a principal técnica utilizada nesse trabalho, com a finalidade de
analisar o formato e tamanho das GA-AuNPs. Essa analise foi realizada apos
preparacado de grades de cobre, revestidas com carbono, com uma gota de solugao

coloidal (~10 pL). A amostra foi entdo deixada para secar sob pressao reduzida de
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dessecador. O microscoépio utilizado foi o JEOL 1200-EX-II, funcionando a 80 kV, do
Centro de Microscopia Eletronica (CME/UFPR). (BARROS, DE, 2014)

A andlise foi realizada no programa FIJI — ImageJ com o objetivo de quantificar as
GA-AuNPs das fotomicrografias obtidas pela MET (5 imagens de areas aleatérias da
amostra). Entdo, o programa GraphPad Prism 6 possibilitou a constru¢do de gréafico

gue mostra a dispersao de tamanho das GA-AuNPs obtidas.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nanoesferas de Ouro (GA-AuNPS) - Sintese e caracterizacdo das GA-AuNPs

Ao final da sintese de nanoesferas foi possivel observar, através da mudanca de
cor, a reacdo dando origem as GA-AuNPs. A cor da solucédo tornou-se avermelhada,
como podemos observar na FIGURA 5. Essa coloracdo caracteristica para cada
formato e tamanho de nanoparticulas derivadas de metais nobres se deve as diferentes
interagbes de cada particula com a luz incidida sobre a amostra. Ondas
eletromagnéticas de diferentes comprimentos de onda (diferentes cores de luz)
interferem na polarizacdo dos elétrons livres presentes na superficie das
nanoparticulas, gerando ressonancias plasmonicas de superficie (banda plasménica).
A ressonancia plasménica €, portanto, capaz de absorver e/ou espalhar determinados
comprimentos de onda. (EUSTIS; EL-SAYED, 2006). Além disso, a ressonancia
plasmobnica é especifica de nanoparticulas metalicas e esta relacionada com a
oscilacdo coletiva de elétrons na superficie metalica, dando assim, mais informacdes
sobre o tamanho das nanoparticulas. (BRUN; ROSELLI, 2014).
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FIGURA 5 — SINTESE DE GA-AuNPs

Reator com a solugdo de GA-AuNPs recém-sintetizada. A cor avermelhada da solugdo da indicios de

gue a sintese foi realizada adequadamente.

FONTE: O autor (2016)

Dessa forma, a caracterizacdo das GA-AuNPs foi feita através de duas
metodologias: analise do espectro de absor¢cdo UV-Visivel da banda plasménica e
MET. Portanto, a amostra foi submetida a uma varredura UV-vis em espectrofotdmetro
(Agilent Technologies, modelo Cary 60 UV-Vis) e o resultado obtido pode ser
observado no GRAFICO 1, que mostra o pico de absorbancia da banda plasménica

das GA-AuNPs, no comprimento de onda ~ 520 nm.
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*GRAFICO 1 — ESPECTRO DE ABSORBANCIA UV-VIS DA BANDA PLASMONICA DAS GA-AuNPs
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O grafico acima ilustra a banda plasménica de GA-AuNPs (~520 nm).
FONTE: O autor (2016)

*Observar que os eixos do grafico precisam ser reajustados para melhor visualizacéo.

A fim de comparacdo, o GRAFICO 2 (BARROS, DE et al., 2016) mostra picos
bem definidos, no comprimento de onda ~ 520 nm para GA-AuNPs e ~ 550 nm para
AuNPs sem GA. Indicando assim um padrao de bandas plasménicas dependente da

composicao das AuNPs.
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GRAFICO 2 — BANDAS PLASMONICAS DE AUNPS

— AuNPs-GA ||

Absorbancia

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Representacéo das bandas plasmdnicas de AuNPs, com diferentes revestimentos.

FONTE: H.R. de Barros et al. / Carbohydrate Polymers 152 (2016) 479-486.

Comparando o grafico desse estudo com o grafico acima (BARROS, DE et al.,
2016), é possivel observar que o segundo apresenta bandas plasmdnicas mais
definidas. Um fator a ser considerado com relacéo a essa diferenca observada seria a
temperatura que foi utilizada nos diferentes experimentos. Barros e colaboradores
(2016) utilizaram temperatura de 25°C e as sinteses desse trabalho foram realizadas a
temperatura ambiente. Por isso, nas proximas repeticdes dessa sintese, sera levada

em consideracao a utilizacdo de temperatura fixa.

Essa analise de banda plasménica s60 é possivel de ser realizada pois as
nanoparticulas metalicas tém relevante propriedade Optica, além disso, ocorre
interacdo entre radiacdo eletromagnética e caracteristicas eletronicas das AuNPs.
Experimentos mostraram que o formato do espectro de absorbancia esta diretamente

ligado ao tamanho das nanoparticulas. (PEREIRA, 2009). Além disso, quanto menor a
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nanoparticula for, menor serd a banda plasmoénica gerada por ela, pois a mesma
apresenta menor densidade eletrébnica comparado a uma nanoparticula de tamanho
maior. (BARROS, DE et al., 2016). Nesse caso, as nanoesferas, que também tém seu
formato e tamanho definido pelo método de sintese utilizado, deveriam apresentar um
tamanho < 5 nm, com base no artigo. (BARROS, DE, 2014).

Outro instrumento especializado que também foi utilizado para analisar as GA-
AuNPs em meio completo foi o Microscopio Eletrénico de Transmissao (MET) do
Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR. Uma prancha com 4 das 5 imagens obtidas

através de MET pode ser observada na FIGURA 6 abaixo.

FIGURA 6 — MET DAS GA-AuNPs

As imagens obtidas através de MET representam o tamanho médio das GA-AuNPs observadas. Inserto

representa uma ampliacdo de parte da imagem, onde nanoesferas etsdo apontadas (setas).

FONTE: O autor (2016)
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Pela MET foi possivel identificar as nanoesferas (~ 2-3 nm). No GRAFICO 3
podemos observar a confirmacdo da média de diametro das GA-AuNPs, obtida através
da analise feita com FIJI- ImageJ, que tinha como objetivo a quantificacdo da média de
diametro das GA-AuNPs das fotomicrografias obtidas pelo MET (5 imagens de areas
aleatérias da amostra). Essa quantificacdo foi feita da seguinte forma: os valores
obtidos pela analise do FIJI — ImageJ (onde o background do fundo foi subtraido para
gue nao interferisse na contagem de nanoparticulas), foram plotados em um arquivo do
excel. Entdo, primeiramente, os valores foram divididos (um a um) por 1000 para
transforma-los em nudmeros com decimais (formato brasileiro), depois, 0s mesmos
valores foram divididos pelo valor de 11 (pi = 3,1415) e entdo fez-se a raiz quadrada dos
mesmos para obter os respectivos raios. O diametro foi obtido através da multiplicacéo

por 2 dos valores dos raios.

GRAFICO 3 - MEDIA DE DIAMETRO DAS GA-AuNPs
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Média de diametro GA-AuNPs (nm)

Média de diametro das GA-AuNPs pode ser observada no grafico acima, indicando que o diametro
médio estaria entre 2-3 nm. Os dados foram obtidos a partir da analise de imagens de MET,

processadas no programa FlJI-Image e analisadas através do programa GraphPad Prism 6.

FONTE: O autor (2016)
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Teste de estabilidade das GA-AuNPs em meio/condicdes de cultura

Além disso, outra andlise foi feita no equipamento UV-vis de espectroscopia,
para observar o meio completo com as GA-AuUNPs, para entdo fazer uma comparacéo
desse meio com nanoesferas no dia 0 e, posteriormente, sete dias ap0s a incubacéo
em meio/condi¢cdes de cultura celular (dia 7). O GRAFICO 4 foi montado no Origin Pro

8.5, para fins de comparacéo entre os dias O e 7.

*GRAFICO 4 — MEIO COMPLETO + GA-AUNPS, DIA 0 e DIA 7 (MEIO COMO BASELINE)
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As bandas plasmdnicas de GA-AuNPs estdo sendo comparadas, nos dias 0 e 7, em meio completo

DMEM. A andlise foi realizada no programa Origin Pro 8.5, utilizando o meio como baseline.
FONTE: Autor (2016)

*Observar que os eixos do grafico precisam ser reajustados para melhor visualizacéo.
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O outro tubo de centrifuga contendo as GA-AuNPs de ouro e 0 meio de cultura
DMEM que foi deixado, na incubadora por 7 dias, sob temperatura de 37°C, 5% CO,,
foi retirado e observou-se alteracdo da cor do meio para amarelado, devido a mudanca
de pH. O tubo de centrifuga ficou semiaberto na incubadora para que houvesse a
circulacdo de CO,, e assim, 0 bicarbonato presente no meio atuou como tampéo
mantendo o pH 7, com o objetivo de simular as condi¢des de cultivo celular e com isso
houve a alteracéo da cor do meio por causa do pH. No GRAFICO 4 observou-se uma
possivel interferéncia do vermelho de fenol do meio na leitura do dia 0, que tem um
pico no mesmo comprimento de onda das GA-AuNPs, ~ 520 nm, pois 0 pico que
aparecia anteriormente em GA-AuNPs em &gua (GRAFICO 1) aparece de forma
menos acentuada na leitura do dia 0. De acordo com CHO e colaboradores (2012), o
vermelho de fenol causa essa interferéncia, pois o seu corante tem forte absorgéo no

comprimento de onda 550 nm, sobrepondo-se ao pico de GA-AuNP.

Porém, podemos observar que no dia 7 essa interferéncia ndo estda mais
presente e um pico pode ser visualizado, devido a mudanca de coloracdo do meio
devido a mudanca de pH. Futuramente, um meio sem/ ou com pouco vermelho de

fenol, devera ser utilizado para otimizacéo de resultados.

Como pudemos observar anteriormente, o meio de cultura celular tem um
importante papel no que diz respeito a estabilizacdo das GA-AuNPs. Em um estudo
com nanoparticulas de ouro em diferentes meios, em dois tipos celulares (células-T de
leucemia humana Jurkat e carcinoma pancreatico humano PANC1), observou-se que
em meio de cultura celular suplementado com soro fetal de vitelo (SFV) houve menos
agregacao de nanoparticulas de ouro do que em meio sem SFV. Isso se deve ao fato
de que o soro rico em proteina SFV aumenta a dispersdo das nanoparticulas.
(SABUNCU et al., 2012). Essa diferenca de agregacao pode ser visualizada com
espectroscopia, no GRAFICO 5. Nela, é possivel observar que o pico mais definido, em
linha continua, em ~ 550 nm é aquele em que as nanoparticulas de ouro foram

dispersas em DMEM com SFV. Na linha pontilhada, o pico ndo é definido, indicando



54

possivel agregacdo das nanoparticulas e o meio utilizado € o DMEM sem SFV. Ja a

linha tracejada ilustra a suspensao de nanoparticulas de ouro em agua deionizada.

GRAFICO 5 — COMPARAGAO DE DIFERENTES COMPOSIGCOES DE MEIOS
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Diferentes espectros de bandas plasménicas, com o intuito de comparar diferentes tipos de meio e como
eles afetam na estabilidade de nanoparticulas. DI = 4gua deionizada; DMEM = meio de cultura Dulbeco's
modified Eagle's medium suplementado com soro fetal de vitelo, DMEM w/o FCS = meio de cultura

Dulbeco's modified Eagle's medium sem soro fetal de vitelo.

FONTE: SABUNCU ET AL./ ODU DIGITAL COMMONS 95 (2012) 96-102.

Um estudo sobre estabilizacdo de AuNPs, realizado com AuNPs de tamanhos
variados (7 a 60 nm), com revestimentos de citrato, BSA (Albumina Sérica Bovina),
PVP (Polivinilpirrolidona) e PEG (Polietileno glicol) utilizou meios de cultura com
diferentes forgas ibnicas sendo eles: agua de mar artificial com diferentes salinidades,
RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium, contendo 10% de SFB), DMEM e
DMEM com 10% de SFB, salina tamponada de fosfato (PBS) pH 7,4 e tampao de

fosfato de potassio (KPB) 0,1 M, pH 6,5 e 7,4. Os resultados mostraram que a
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estabilidade das AuNPs pode ser classificada na seguinte ordem: BSA-AuNPs > PEG-
AuNP > PVP-AuUNPs > citrato-AuNPs. Em relacdo aos meios, a estabilizagdo pode ser
ranqueada da seguinte maneira: agua de mar artificial > PBS > KPB > RPMI > DMEM.
(BARRETO et al., 2015).

A presenca de uma corona biomolecular em nanoparticulas também foi
observada, onde a mesma seria formada por proteinas que se aderem a superficie
guando expostas a um meio de cultura celular. Com isso, h4 um aumento no tamanho
total das nanoparticulas e possivelmente uma alteracéo de carga (positiva ou negativa).
De acordo com Brun e Roselli (2014) quanto menor as AuNPs, maior sera o aumento
em diametro da corona biomolecular. Além disso, o tipo de meio também influencia no
comportamento de absorcao de proteinas e tamanho final da corona da nanoparticula.
A presenca da corona reduz captacdo celular nao-especifica, toxicidade da
nanopatrticula, influencia na biodistribuicdo e impacta na capacidade de atingir certos
orgaos ou tecidos.

Para definir melhor quanto foi acrescido de corona biomolecular & nanoparticula,
0 método de dispersdo dindmica da luz € o mais utilizado e adequado. Com ele &
possivel obter o didmetro hidrodinAmico (nanoparticulas + proteinas aderidas a sua
superficie), estabelecido em meio de cultura celular. Outro estudo mostra que
nanoparticulas de ouro s@o estaveis em meio RPMI na presenca das proteinas SFV e
SFB. Logo, as nanoparticulas podem ser caracterizadas como dispersas, nao
agregadas, com revestimento de proteinas na superficie e toxicidade dependente de

tamanho, em meio de cultura celular. (MAHL et al., 2010).

A agregacdo das nanoparticulas deve-se as forcas de atragdo de Van der Waals
gue tem como objetivo a diminuigdo da reatividade e alta energia de superficie. J& o
processo de Gibbs-Thomson tem o efeito contrario, em que nanoparticulas sao
dissolvidas e a energia de superficie aumenta. Em uma solucao, a estabilizacdo das
nanoparticulas esta ligada a forcas de repulséo, além de propriedades intrinsecas das
nanoparticulas como carga de superficie e revestimento, assim como os ions e pH do

meio utilizado. Assim, agregacao e estabilizacdo das nanoparticulas estéo interligadas,
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pois a agregacdo pode modificar o tamanho das nanoparticulas, a area de superficie e
concentracdo. Por isso, os fatores mencionados, juntamente com as propriedades
caracteristicas das nanoparticulas como solubilidade, forma, tamanho, area de
superficie e composicdo quimica, devem ser levados em consideracdo no que diz
respeito a estabilizacdo em meio de cultura celular e posterior uso dessas
nanoparticulas em meio com células, podendo afetar a captacdo celular dessas
nanoparticulas e sua toxicidade relativa. (NGOC, 2014).

Um exemplo de estudo sobre agregacao de AuNPs revestidas e ndo revestidas
com PEG no trato gastrointestinal e sobre captacdo em o6rgdos e tecidos, mostra a
importancia do revestimento das nanoparticulas. A escolha pelo uso de AuNPs vem da
facilidade em serem visualizadas em MET e resistentes a diferentes variacoes de pH.
Enguanto as AuNPs nao revestidas com PEG aglomeraram-se nos primeiros 5 minutos
em fluido gastrointestinal, as AuNPs revestidas com PEG ndo mostraram nenhuma
aglomeracao significativa mesmo apods 24 horas. Em relacdo a captacdo das AuNPs
revestidas e ndo revestidas em orgaos e tecidos, as AuNPs revestidas tiverem maior
retencdo do que AuNPs néo revestidas em varios tecidos, apés 24 horas, como no
sangue, baco, cérebro, pulmdes, rim e coracdo. Inclusive, foi observado que mesmo
apos 30 dias da administracdo oral das AuNPs, ainda havia uma significativa
concentracdo de ouro em todos os tecidos do trato gastrointestinal. Porém, os
resultados mostraram que houve menos de 1% de absorcdo da dosagem total,
administrada por via oral. (HINKLEY et al., 2015).

Como a goma arabica foi utilizada para revestir as AuNPs desse estudo, o
problema com agregacao foi possivelmente minimizado. A goma arabica (GA) é uma
substancia obtida através do exsudado de espécies de acéacias, quando as mesmas
sdo submetidas a algum tipo de estresse, como ataques microbianos e lesdes fisicas.
A GA foi o estabilizante escolhido devido a baixa toxicidade, propriedades
biocompativeis, variedade de grupos funcionais ao longo de sua cadeia e
complexidade estrutural. Esses grupos funcionais presentes na molécula de GA ligam-
se as nanoparticulas de ouro, revestindo a superficie do material e prevenindo assim a

agregacdo das AuNPs. Existem duas formas de interaghes importantes que estdo
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envolvidas na estabilizacdo das AuNPs. A primeira, é a for¢a de repulsao eletrostatica,
responsavel pela formacdo de uma dupla camada elétrica através de agregacdo de
cargas (ions) pelas AuNPs e interacao desses ions da superficie com ions proximos. A
segunda forca, € a de natureza estérica, onde ha a adsor¢cdo de biomacromoléculas
como a GA na superficie das AuNPs. Em um meio de cultura celular, algumas
alteracbes podem influenciar no comportamento da forca estérica, como modificacBes
nas interacdes GA-AuNPs, GA-Meio de cultura e GA-GA, além de outras condigbes
presentes no meio como solvente, pH e temperatura. Com o ajuste do pH do meio, é
possivel administrar melhor caracteristicas como carga superficial das AuNPs e

comportamento de forgas ionicas envolvidas. (BARROS, DE, 2014).

Além disso, um ajuste no pH, em relacdo a cor do meio, auxiliaria a minimizar a
interferéncia da cor do vermelho de fenol na banda plasménica gerada pelas AuNPs.
Como o estudo da estabilidade de GA-AuNPs foi realizado apenas uma vez, outras
replicatas devem ser realizadas para comprovar a real estabilidade. E, caso a
estabilidade das GA-AuNPs seja confirmada em meio de cultura celular, os proximos
passos a serem realizados pelo grupo de pesquisa incluem os testes de viabilidade
celular utilizando nanoesferas de ouro; avaliacdo da interacdo entre nanoesferas e
outros tipos celulares; e comparacdo entre os efeitos gerados por nanoesferas e

nanobastoes.

Nanobastdes de ouro (GA-AuNRS) - Sintese e caracterizacdo das GA-AuNPs

Para a formagéo dos nanobastbes, a solu¢do ficou em repouso por pelo menos
4 horas, apoés adicado de todos os compostos quimicos. Assim, foi possivel observar a
mudanca de cor da solucado, lentamente, de transparente para roxo, como pode ser
observado na FIGURA 7.
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FIGURA 7 - SINTESE DE NANOBASTOES DE OURO

Reator com a solugéo de AuNRs, recém-sintetizada, antes da adigdo de GA.

FONTE: O autor (2016)

Porém, apds analise com o equipamento de espectroscopia, foi possivel
observar que as bandas plasmoénicas que deveriam aparecer nos comprimentos de
onda ~ 750 nm e ~ 520 nm, néo apareceram, indicando que n&o houve formacao de
nanobastdes. Assim, ndo foi possivel realizar as partes de esterilizagdo, filtragéo e
estabilizacdo de GA-AuNRs em meio completo (DMEM). Uma possivel razdo para a
nao formacédo de AuNRs: temperatura ambiente diferente da utilizada no protocolo de
(BARROS, 2014) que foi de 25 °C. Por isso, uma recomendacdo para as proximas
repeticdes dessa sintese seria a verificacdo da temperatura ambiente antes de iniciar o
procedimento.
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Visto que a sintese de AuNRs ndo foi possivel de ser realizada, muito
provavelmente pela temperatura local, uma parceria foi firmada com o grupo de
pesquisa liderado pelo Dr. Mario Roberto Menguetti, da Universidade Federal de
Alagoas, que ird fornecer essas AuUNRs necessarias para futuras experimentacdes
biologicas do Laboratorio de Células Inflamatérias e Neoplasicas da Universidade
Federal do Parana. Além das experimentacdes bioldgicas, comparagcfes entre as GA-
AuNPs e GA-AuNRs serao realizadas, com o objetivo de verificar diferentes aplicagbes

das mesmas em meio celular.
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8 CONCLUSAO

A primeira parte desta monografia reuniu diferentes estudos sobre cancer,
melanoma, nanotecnologia, aplicacbes de nanoparticulas de ouro, entre outros. Essa
visdo geral sobre os temas descritos possibilita a compreenséao e conscientizacao da
prevencdo do cancer de pele, melanoma, por exemplo. Além disso, o melhor
entendimento sobre assuntos como nanomateriais, nanocompdsitos de metal e
nanoparticulas de ouro é muito importante para que haja uma comocéo da comunidade
cientifica brasileira, afim de estimular e produzir novos trabalhos na area. Logo, o
objetivo de revisar as principais bibliografias atuais sobre AuNPs, suas aplicacdes e
caracteristicas, foi alcancado e o enfoque foi dado, principalmente, para novas
alternativas de tratamentos de cancer utilizando as AuNPs.

Na segunda parte, o principal objetivo era a sintese e estabilizacdo das
nanoesferas e nanobastdes de ouro em meio de cultura celular. A sintese de
nanoesferas foi possivel através do método de bottom up, sintetizando GA-AuNPs por
meio de reacdes quimicas. J4 a sintese de nanobastdes ndo foi possivel. A parte
experimental da estabilizagdo de GA-AuNPs e GA-AuNRs em meio de cultura celular
s6 foi possivel de ser realizada para as GA-AuNPs, devido a tempo limitado e
dificuldade na sintese de GA-AuNRs.

Logo, uma nova parceria com o0 grupo de pesquisa liderado pelo Dr. Mario
Roberto Menguetti, da Universidade Federal de Alagoas, foi firmada. Onde, GA-AuNRs
serdo disponibilizadas para experimentacdo biolégica, pelo Laboratério de Células

Inflamatorias e Neoplasicas da Universidade Federal do Parana.
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