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RESUMO

RIGO, M. E. Z. Sintese e funcionalizacdo de superficie de nanoparticulas de ouro
para nanobraquiterapia. 2024. 90 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia
das RadiacGes em Ciéncias da Saude), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares,
IPEN-CNEN, Séo Paulo.

Nos ultimos anos, 0 progresso rapido da nanotecnologia tem estimulado um interesse
crescente na pesquisa de nanoparticulas, em particular no combate ao cancer, uma das
principais causas de morte mundial. Atualmente, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) séo
estudadas como uma alternativa aos tratamentos convencionais de cancer, que, apesar de
sua eficacia, enfrentam desafios como efeitos colaterais devido a baixa seletividade. Este
trabalho foca na sintese de AuNPs funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) tanto em
sua forma ndo radioativa quanto radioativa, suas propriedades fisico-quimicas e potencial
citotoxico em vaérias linhagens celulares, incluindo células tumorais hepéticas (HepG2 e
HTC), células hepaticas normais (BRL3-A), células tumorais de colon (HT29 MTX) e
células endoteliais humanas (HUVEC). As AuNPs PEG foram produzidas pelo método
adaptado de Turkevich, e suas caracteristicas fisico-quimicas foram analisadas usando
Dispersdo Dinamica de Luz com Zeta Sizer (DLS), espectroscopia UV-Vis e microscopia
eletronica de transmissdao (MET), avaliando o efeito da quantidade de citrato de sodio,
como agente redutor, no tamanho das nanoparticulas. A citotoxicidade foi testada em
diferentes concentracdes de AUNPs PEG durante periodos de 6, 24 e 48 horas, utilizando
0 ensaio tetrazélio MTS com fenazina metil sulfato (PMS). Os resultados mostraram um
didmetro hidrodindmico de 22,62 nanémetros, carga de superficie de -0,1269mV e
tamanho médio de 12,12 nm através do MET. O perfil toxicoldgico das AuNPs PEG se
destacou a partir de 24 horas, sem sensibilidade observada em 6 horas, e com efeitos

notaveis em concentragdes acima de 10%.

Palavras chave: Nanoparticulas de ouro, Nanobraquiterapia. Polietilenoglicol (PEG),



ABSTRACT

RIGO, M. E. Z. Synthesis and surface functionalization of gold nanoparticles for
nanobrachytherapy. 2024. 90 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia das
Radiaces em Ciéncias da Saude), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-
CNEN, S&o Paulo.

In recent years, rapid progress in nanotechnology has stimulated growing interest in
nanoparticle research, particularly in the fight against cancer, a leading cause of death
worldwide. Currently, gold nanoparticles (AuNPs) are being studied as an alternative to
conventional cancer treatments, which, despite their effectiveness, face challenges such
as side effects due to low selectivity. This work focuses on the synthesis of AuNPs
functionalized with polyethylene glycol (PEG) in both their non-radioactive and
radioactive forms, their physicochemical properties, and cytotoxic potential in various
cell lines, including hepatic tumor cells (HepG2 and HTC), normal hepatic cells (BRL3-
A), colon tumor cells (HT29 MTX), and human endothelial cells (HUVEC). The AuNPs
PEG were produced using the adapted Turkevich method, and their physicochemical
characteristics were analyzed using Dynamic Light Scattering with Zeta Sizer (DLS),
UV-Vis spectroscopy, and transmission electron microscopy (TEM), assessing the effect
of the amount of sodium citrate, as a reducing agent, on the size of the nanoparticles. The
cytotoxicity was tested at different concentrations of AuNPs PEG for periods of 6, 24,
and 48 hours, using the MTS tetrazolium assay with phenazine methosulfate (PMS). The
results showed a hydrodynamic diameter of 22.62 nanometers, a surface charge of -
0.1269mV, and an average size of 12.12nm for TEM. The toxicological profile of the
AuUNPs PEG was notable from 24 hours, with no sensitivity observed at 6 hours, and with

notable effects at nanoparticle concentrations above 10%.

Keywords: Gold nanoparticles, Nanobrachytherapy, Polyethylene glycol (PEG)
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1 INTRODUCAO

O cancer é um termo genérico que abrange mais de 100 tipos de doencas
malignas que sdo caracterizadas pelo crescimento desordenado de células localizadas com
acelerado metabolismo, que subsequentemente podem invadir e comprometer tecidos
adjacentes, orgaos distais ou mesmo a saude geral do individuo afetado, levando-o a
morte [1]. De acordo com os dados levantados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e a International Agency for Research on Cancer (IARC) em 185 paises, no ano
de 2020 foram relatados 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes em
decorréncia da doenga [2].

No Brasil, 0 nimero estimado de novos casos para o triénio de 2023 a 2025
aponta para uma ocorréncia de 704 mil casos novos de cancer, sendo 483 mil se excluidos
os casos de cancer de pele ndo melanoma [3]. Concentrando-se no cancer de célon e reto
que ocupam a quarta posicdo entre as localizagcdes de cancer mais frequentes no Brasil,
com 46 mil novos casos (6,5%); e o cancer de figado ocupa a 152 posicdo, com 10.700
novos casos para cada ano do triénio. Em termos de mortalidade, em 2020, ocorreram
20.245 obitos por cancer de colon e reto e 10.764 6bitos em decorréncia do cancer de
figado [4].

O tratamento do cancer € determinado por um oncologista, que escolhe uma
ou mais abordagens terapéuticas com base em diversos critérios, tais como a localizacédo
do cancer, o estagio da doenca, a presenca de metastases, a idade e o estado de satde do
paciente, o risco de efeitos colaterais associados a cada técnica, entre outros fatores. Até
0 momento, os tratamentos de cancer mais comuns sdo0 restritos a quimioterapia
(tratamento com coquetéis quimicos, toxicos ao tecido tumoral), radioterapia e remocao
cirargica do tumor. Apesar de muitos avancos nas opcdes de tratamento convencionais, a
terapia do cancer ainda esta longe de ser ideal porque apresenta algumas desvantagens.
Os desafios mais frequentes estdo na distribuicdo sistémica ndo especifica de agentes
antitumorais, concentragdes inadequadas de drogas que atingem o local do tumor,
citotoxicidade intoleravel, capacidade limitada de monitorar respostas terapéuticas e
desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas [5,6].

A radioterapia pode ser classificada em duas modalidades com base em seu
método de aplicacdo: a teleterapia, que envolve a exposi¢do a uma fonte distante do

paciente, onde um acelerador linear ou outras fontes geram fétons ou particulas que sdo
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direcionados para campos de tratamento previamente calculados para administrar a dose
necessaria ao alvo; e a braquiterapia, na qual uma fonte selada é posicionada em contato
direto ou muito proximo do tumor, permitindo que sua energia incida diretamente na area
de interesse, com o objetivo de preservar os 6rgdos circundantes.

O tratamento do céancer de figado € atualmente abordado de forma
multidisciplinar, com as opcbes de tratamento sendo selecionadas de maneira
personalizada, considerando a interagdo complexa entre o estagio do tumor, a extensao
da doenca hepaética subjacente e a salde geral do paciente. As recomendacGes para o
manejo do cancer de figado podem variar entre diferentes especialidades médicas e
regides geogréficas, resultando em uma heterogeneidade no tratamento deste tipo de
cancer [7]

O prognéstico para o cancer de figado é desfavoravel, com apenas 5% a 15%
dos pacientes elegiveis para cirurgia, adequada apenas em estagios iniciais. Para estagios
avancados, as opcdes de tratamento incluem: (a) Quimioembolizagdo transarterial
(TACE), que melhora a sobrevida de 2 anos em 23% em comparagdo com a terapia
conservadora em pacientes com cancer hepatocelular (CHC) em estagio intermediario.
(b) Uso oral do sorafenibe, um inibidor de quinase, € a opcdo principal para casos
avancados, embora menos de um terco dos pacientes se beneficiem, e a resisténcia aos
medicamentos ocorra seis meses ap6s o inicio do tratamento. Além disso, tratamentos
quimioterapicos a longo prazo, como o sorafenibe, tém problemas como toxicidade e
ineficacia. Como resultado, as terapias atuais ndo sdo muito eficazes no combate a essa
doenca devastadora, destacando a necessidade de pesquisas para encontrar abordagens
mais eficazes no tratamento do cancer de figado [8,9].

A nanotecnologia tem o potencial de aprimorar tratamentos para neoplasias,
melhorando a eficicia de medicamentos minimamente eficazes no combate a células
cancerigenas. Ela pode revolucionar as abordagens terapéuticas combinadas,
aprimorando a distribuicéo e retencdo de medicamentos, o que, por sua vez, pode reduzir
os efeitos colaterais [10,11]. As técnicas de nanoparticulas oferecem um futuro promissor,
permitindo a combinacdo de diferentes agentes terapéuticos para otimizar os resultados
dos tratamentos [12,13].

A nanomedicina (aplicacdo meédica da nanotecnologia) possui um potencial
incrivel para revolucionar a terapia e o diagnostico do cancer, desenvolvendo engenhosos
nanocompostos biocompativeis para fins de entrega de drogas, que representam a
aplicacdo mais pertinente das nanoparticulas [14]. A premissa da braquiterapia com NPs

é a possibilidade de se tratar o tumor de forma a minimizar dose de radiagdo nos tecidos
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adjacentes sadios, uma vez que elas podem ser inseridas diretamente no tumor, evitando
assim os efeitos indesejados do tratamento com radiacdo e diminuindo o desconforto do
paciente. Para este tratamento, a injecdo das NPs poderia ocorrer uma unica vez
diretamente no tumor, e o tamanho diminuto das particulas possibilitaria a difusdo no
tumor, criando assim uma distribuicdo homogénea das NPs e por consequéncia uma
distribuicdo uniforme da radiacio. E importante ressaltar que a literatura evidenciou que

a braquiterapia com NPs ¢ efetiva para inibir o crescimento tumoral [15,16,17].
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver nanoparticulas de ouro
radioativas através do método de sintese quimica, especificamente revestidas com
polietilenoglicol (PEG), para potenciais aplicacbes no tratamento do céncer, em
especifico o cancer de figado. Isso inclui a sintese, o revestimento com PEG e a
caracterizacdo detalhada dessas nanoparticulas, com um enfoque particular na avaliacédo

de suas propriedades e eficacia em contextos oncolégicos.

2.1 Objetivos especificos.

1. Desenvolvimento de Metodologia de Sintese de Nanoparticulas de Ouro:
Estabelecer um protocolo de sintese para nanoparticulas de ouro, definindo proporgdes
precisas de reagentes e condicBes ambientais Otimas. O objetivo é centrado no
desenvolvimento de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com PEG (AuNPs PEG)
reprodutiveis e aplicaveis para tratamento de linhagens celulares cancerigenas, com
potencial para futuras aplicagdes in vivo.

2. Funcionalizacdo das Nanoparticulas com Polietilenoglicol (PEG):
Determinar a quantidade ideal de PEG necessaria para recobrir eficientemente as
nanoparticulas de ouro, evitando o uso excessivo de reagente, enquanto se mantém a
funcionalidade desejada.

3. Caracterizacdo Fisico-Quimica das Nanoparticulas: Apds a producdo e
funcionalizacdo, as nanoparticulas foram submetidas a uma analise detalhada para
caracterizar suas propriedades fisico-quimicas, incluindo tamanho, eficiéncia de ligacdo
com o agente de recobrimento, estabilidade e toxicidade.

4. Testes de Citotoxicidade com Nanoparticulas de Ouro PEG: Conduzir
ensaios de citotoxicidade in vitro utilizando nanoparticulas de ouro revestidas com PEG,
tanto na forma ndo radioativa quanto radioativa, em trés linhagens celulares hepaticas
(HEPG2, HTC, BRL3-A), uma linhagem de colon (HT 29) e uma linhagem de endotélio
(HUVEC) utilizada como controle. Os testes foram realizados em diferentes
concentragdes e em trés periodos temporais distintos (6, 24 e 48 horas).

5. Validagdo de Metodologia para Revestimento de Nanoparticulas de Ouro
com PEG: Desenvolver e validar um meétodo eficiente e reprodutivel para o revestimento
de nanoparticulas de ouro com PEG, adequado para uso no “Laboratorio de Producao de

Fontes Radioativas para Braquiterapia”.
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2.2 Justificativa.

O uso de nanomateriais e a nanotecnologia tém sido cada vez mais difundidos
e estdo avancando para a fase de aplicacdo clinica [18]. AuNPs tém propriedades fisicas
e quimicas unicas, manifestadas principalmente nos seguintes aspectos: séo relativamente
seguras, estaveis e faceis de preparar, e possuem muitas caracteristicas Unicas, como
efeitos de tamanho pequeno, de superficie, de tamanho quantico, elétricos e dpticos
[19,20,21]. A pesquisa nas AuNPs radioativas é particularmente importante, dado que
elas apresentam particularidades Unicas, oferecendo vantagens como melhor capacidade
de penetracdo e menor risco em comparacao com os medicamentos tradicionais, tanto em
tratamento quanto em diagndstico [22,23]. Essas caracteristicas singulares tornam as
AUNPs ferramentas valiosas na biomedicina, abrindo novas possibilidades para avancos

significativos no tratamento do cancer.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, foi realizado uma revisdo bibliografica dos temas pertinentes
ao atual trabalho a fim de embasa-lo. Com o intuito de explorar os temas centrais e
destacar os conceitos fundamentais para o progresso deste projeto, abordamos alguns
deles com énfase histdrica. Isso visa situar a execucdo deste trabalho no contexto do
desenvolvimento das técnicas de nanoparticulas, fornecendo uma perspectiva temporal
sobre o estagio atual dessas técnicas.

As secdes foram divididas de forma a trazer, em ordem ldgica, uma
compreenséo facilitada dos conceitos envolvidos. Na sec¢éo 3.1, descreve-se a anatomia
do figado e algumas consideracdes sobre sua radiossensibilidade; estes conceitos sdo
importantes para compreender a se¢do 3.2, que trata dos tumores hepaticos, suas
caracteristicas e formas de tratamento; isto leva diretamente a secdo 3.3, que trata sobre
a braquiterapia em especifico sua eficécia. A se¢do 3.4 introduz alguns conceitos basicos
nanoparticulas e nanoparticulas de ouro e sua crescente aplicacdo nos altimos anos, bem
como a possivel modificacdo de sua superficie; importante para a discussao da se¢édo 3.5,
traz um pequeno histérico do uso do polietilenoglicol e suas propriedades quando
agregado a de nanoparticulas. A secdo 3.6 que sintetiza dois termos chaves do trabalho,
0 uso de nanoparticulas em braquiterapia, dando origem ao termo nanobraquiterapia, e
por fim a secdo 3.7 revisa artigos que utilizam nanoparticulas radioativas com finalidade
terapéutica oncoldgicas e caracterizaram fontes para braquiterapia, incluindo
nanoparticulas de ouro radioativas que apresenta o radioisotopo utilizado neste trabalho,
0 Au-198, e sua importancia na braquiterapia.

3.1 Anatomia e radiossensibilidade

O maior 6rgdo macico do corpo humano é o figado, que exerce uma variedade
de funcdes essenciais para a satde do organismo. A compreensdo da fisiologia hepética
é essencial para a analise dos processos patoldgicos que afetam o 6rgdo [24]. O figado,
a maior glandula do corpo, tem uma massa de aproximadamente 1.500 gramas em
adultos, representando 2,5% do peso corporal total [25]. Esta localizado no espaco
inferior direito e em uma parte do diafragma esquerdo e € cercado por uma membrana

fibrosa chamada capsula de Glisson. O peritdnio visceral cobre anteriormente e
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posteriormente o figado, exceto em uma area exposta onde confina diretamente com o
diafragma. E suspenso na parte superior do diafragma pelo ligamento coronario, que se
estende para fora para formar os ligamentos triangulares direito e esquerdo. Depois disso,
ele é suspenso anteriormente pelo ligamento falciforme, e na porta hepética pelos
ligamentos gastro-hepatico e hepatoduodenal. O ligamento hepatoduodenal envolve a
porta hepatis, incluindo a artéria hepética, a veia porta e os ductos biliares extra-hepéaticos
[26] como mostrado na Figura 1.

A quantidade de sangue presente no figado € equivalente a aproximadamente
25% do débito cardiaco em qualquer momento [27]. Os dois principais sistemas
vasculares que fornecem sangue ao figado s&o a veia porta e a artéria hepéatica. Segundo
Burt e Day (2002), a artéria hepatica fornece 30% do fluxo sanguineo e 60% do oxigénio,
enguanto a veia porta fornece cerca de 70% e 40% do oxigénio. O sangue portal chega ao
figado através das veias mesentérica, gastrica, esplénica e pancreética. La, ele se ramifica
nos lados direito e esquerdo do figado. A racionalizacdo portal é o processo pelo qual 0s
lobos do figado recebem diferentes nutrientes, toxinas e outros componentes. 1sso pode
ocorrer devido a uma mistura incompleta de sangue proveniente do baco e do trato
gastrointestinal [28,29,30,31,32]. Por exemplo, 0 sangue que drena o estdmago e o baco
tende a fluir para o lado esquerdo do figado [33].

O figado normal pode conter pelo menos quinze tipos de células diferentes
[34,35,36,27,37], destacam-se cinco tipos de células especializadas, classificaveis em
tipos parenquimatosos e ndo parenquimatosos (ver Tabela 1). Os hepatocitos sdo 0s mais
abundantes e constituem 80% do volume do figado e 60% das células totais, eles sdo
responsaveis pela maior parte fungdes do figado, incluindo sintese e armazenamento
funcoes e filtracdo do sangue venoso portal [38] O figado é um dos poucos 6rgdos do
corpo capaz de regeneracdo. Consequentemente, 0s hepatdcitos sao considerados células-
tronco onipotentes (ou células pds-mitoéticas reversiveis). Embora ndo se dividam
regularmente em condigdes normais, podem ser recrutados para o ciclo celular e dividir-
se para produzir dois hepatdcitos, regenerando assim o 6rgdo a partir de apenas 25% do
tecido restante, porém o processo de regeneracao apenas ocorre se 0 tecido ndo estiver
comprometido, seja por fibrose ou cirrose. Um grande ndmero (3-20%) das células
biologicamente importantes restantes séo células endoteliais sinusoidais (SECs), elas sdo
a barreira priméria entre o sangue e os hepatocitos e atuam para filtrar fluidos, solutos e
particulas entre o sangue e 0 espacgo de Disse [39,40] e representam até 20% das células
do figado. Células de Kupffer representam 15% das células do figado (30% das células
sinusoidais) e o derivadas de monacitos circulantes [41,42,43], séo macréfagos hepaticos
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especializados com fun¢fes imunoldgicas e fagociticas [44]. Células estreladas hepéticas
(HSC) antes eram conhecidas como Ito ou células armazenadoras de gordura, e
representam aproximadamente 5% das células do figado, eles desempenham um papel
importante na fibrogénese hepética, cirrose e regeneracdo [45,46,47,48,49].
Normalmente, as HSC produzem matriz extracelular, regulam o ténus microvascular,
armazenam e metabolizam vitamina A e lipidios e se transformam em miofibroblastos
quando ativadas. Eles geralmente expressam filamentos de desmina e actina do madsculo
liso na forma de miofibroblastos ativados. E epitélio biliar ou as células epiteliais do ducto
biliar transportam a bile e mantém seu pH [50].

Figura 1 - Face do figado com suas principais estruturas marcadas.
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Fonte: Adaptado pela autora de Juza RM et al.,2014 [51].
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Tabela 1 - Tipos de células hepéticas e suas fungdes especificas.

Funcéo

Principais tipos de células do figado. Sintese,
Hepatocitos Parenquimatoso armazenamento, degradacao de substancias
portais, metabolismo, fungédo enddcrina e exdcrina

Celulas endoteliais sinusoidais | O plexo fenestrado permite a comunicacao do
n&o parenquimatosas sangue portal com os hepatdcitos

Células de Kupffer Fagocitos do figado, liberam citocinas

Funcéo na regeneracao apos lesdo, precursora do

Células estreladas hepaticas miofibroblasto, armazenamento de vitamina A

Transporta a bile, secreta bicarbonato e 4gua

Células epiteliais do ducto biliar

Fonte: Adaptado pela autora Malarkey et al., 2005 [33]

A Comissdo Internacional de Protecdo Radiologica (International
Commission on Radiological Protection — ICRP), em sua publicacdo 118 [52], que trata
dos efeitos da exposicao a radiacdo nos tecidos e 6rgdos humanos, reserva uma se¢ao para
comentar sobre o sistema digestivo. A secdo divide os dados clinicos sobre doses
terapéuticas em trés partes do sistema digestivo, sendo mucosa e esofago, trato
gastrointestinal e por fim glandulas salivares, figado e pancreas. Em cada partes
destacasse as condi¢es adversas de pacientes submetidos a irradiacdo, que no caso do
figado é degradacdo dos hepatdcitos, destacados anteriormente com o tipo celular mais
abundante no figado.

Devido ao fato de que a renovacdo dos hepatocitos geralmente ser lenta, a
lesdo aguda por radiacdo no figado ndo representa a morte celular clonogénica. Em vez
disso, a doenca hepatica induzida pela radiacdo geralmente ocorre de forma subaguda,
geralmente aproximadamente 3 meses apos o inicio da radioterapia, e é conhecida como
"doenca veno-oclusiva". A area de congestdo centro lobular e a necrose sdo as marcas
patoldgicas da doenga veno-oclusiva. Estas lesdes podem causar insuficiéncia hepatica
franca em situacGes extremamente graves. Quando a maior parte ou todo o Orgao €
exposto a radiagdo, o figado tem um efeito de volume significativo e o limiar para leséo
é baixo. Para exposi¢éo de todo o figado com radioterapia fracionada convencionalmente,
doses totais de 28-30 Gy estdo associadas a uma incidéncia de 5% de doenca hepatica
[53,54]. Se apenas um terco do figado for exposto, a dose para uma incidéncia de dano
de 5% aumenta para >42 Gy, e se <25% do volume efetivo do figado for irradiado, doses
muito mais altas de radiagdo séo bem toleradas [55]. No entanto, foi demonstrado que a

disfuncéo hepatica pré-existente aumenta a susceptibilidade a danos hepaticos induzidos
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pela radiacdo. O figado em regeneracdo, como apOs a resseccdo, também ¢é
significativamente menos tolerante [56], e estudos experimentais mostraram que a leséo

latente por radiacdo do figado pode ser desmascarada por uma ressec¢do subsequente.

3.2 Céancer e formas de tratamento

Uma célula considerada cancerosa por consequéncia de mutacdes genéticas
que alteram seu comportamento, aumentando o metabolismo e perda de sua capacidade
apoptdética. Sendo assim, esta célula passa a se multiplicar mais rapidamente e deixa de
morrer espontaneamente, formando um tecido que cresce desordenadamente. Devido ao
rapido metabolismo das células, o corpo, que ndo as reconhece como células
diferenciadas, passa a vascularizar mais a regido, e eventualmente algumas das células
podem adentrar o sistema circulatdrio e passar a se propagar em outras partes do corpo,
0 que se chama de metéstase [4].

Quando o crescimento passa a ser desordenado e autdbnomo, é chamado de
neoplasia, ou tumor. Um tumor pode ser ainda classificado em benigno ou maligno;
benigno quando cresce de forma lenta e organizada, apresentando limites nitidos e sem
invadir tecidos vizinhos; maligno quando pode provocar metastases e se tornar mais
resistente ao tratamento, podendo levar & morte, principalmente se nio tratado. E
importante ressaltar que o tumor benigno, apesar do nome, também pode gerar
complicagdes clinicas: suas células ainda sdo diferenciadas como no tecido de origem,
porém ndo invadem outros tecidos, mas seu crescimento desordenado pode fazer com que
os tecidos vizinhos sejam comprimidos, afetando o 6rgdo em que estéo presentes [4].

As doencas malignas sdo a segunda causa mais comum de morte entre
criancas e adultos, mesmo depois de setenta anos desde o primeiro uso relatado de
quimioterapia. Embora a classificacdo de céancer seja relativamente simples, a
compreensdo da base da heterogeneidade do céancer é complexa. Cada cancer é
reconhecido por ocorrer em uma idade especifica, com mais frequéncia em um sexo do
que em outro, e tem uma morfologia especifica — geralmente semelhante ao tecido de
origem. Os avancos na imagem e na histologia permitiram-nos segregar ainda mais 0s
diagnosticos de cancro em estagios e graus distintos que predizem diferentes respostas ao

tratamento e progndsticos [57].
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De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer (IARC, do
inglés International Agency for Research on Cancer) estimativas GLOBOCAN para 2020
[58] para 185 paises e 36 tipos de cancer. O perfil do cancer, a nivel global e por regido
do mundo, é construido utilizando as melhores fontes disponiveis de dados de incidéncia
e mortalidade por cancer num determinado pais. Portanto, a validade das estimativas
nacionais depende do grau de representatividade e da qualidade da informacdo de
origem. As estimativas fornecidas ndo refletem o impacto do coronavirus, da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), o virus responsavel pela pandemia Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19) [59], pois séo baseadas em extrapola¢des de dados sobre o
cancer coletados em anos anteriores a pandemia. Houve uma estimativa de 19,3 milhdes
de novos casos (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma, exceto carcinoma
basocelular) e 10 milhGes de mortes por cancer (9,9 milhdes excluindo cancer de pele ndo
melanoma, exceto carcinoma basocelular) em todo o mundo em 2020. Para o ano 2030,
a IARC estimou que devido ao crescimento e envelhecimento da populagdo mundial
haverd cerca de 73 milhfes de pessoas vivas com a doenga, serdo descobertos
aproximadamente 21,7 milhGes de novos casos, e ocorrerdo 13,2 milhdes de mortes
devido ao cancer (considerando-se o cancer de pele ndo melanoma). [60]

Para o Brasil, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorreréo
704 mil casos novos de cancer, 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo
melanoma. As taxas de incidéncia dependem da capacidade de diagnostico dos casos de
cancer, que, por sua vez, estd relacionada a adequacdo, ao acesso e a utilizacdo dos
servicos de diagnostico, especialmente para pele ndo melanoma, leucemias e canceres de
cerebro, figado e pancreas. O nimero estimado de casos novos de cancer de figado para
o0 Brasil, para cada ano do triénio de 2023 a 2025, é de 10.700 casos, correspondendo ao
risco estimado de 4,95 casos por 100 mil habitantes, sendo 6.390 em homens e 4.310 em
mulheres [4].

O céancer primario de figado inclui carcinoma hepatocelular (CHC)
(compreendendo 75%-85% dos casos) e colangiocarcinoma intra-hepatico (CCA) (10%-
15%), bem como outros tipos raros, sendo o0 sexto cancer mais comumente diagnosticado
e a terceira principal causa de morte por cancer em todo o mundo em 2020, com
aproximadamente 906.000 novos casos e 830.000 mortes [61]. Apesar dos avangos no
seu tratamento, o cancer do figado continua a ser um dos mais dificeis de tratar. Para
pacientes com CHC precoce, cirurgia, terapias destrutivas locais e transplante de figado
proporcionam potencial curativo. No entanto, a recorréncia do CHC continua a ser um

grande problema apds o tratamento curativo, atingindo uma incidéncia de mais de 70%
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em 5 anos [62]. Mesmo em pacientes com CHC precoce e pequeno (<3 cm) submetidos
a cirurgia, a taxa de sobrevivéncia em 5 anos ndo é satisfatdria (47% a 53%) [63,64,65].
Ja ataxa de sobrevivéncia global em 5 anos dos pacientes com cancer do figado avancado
é inferior a 5%, nesses casos, que sdo 0S mais comuns, 0s pacientes ndo sdo elegiveis para
terapias curativas. Os fatores de risco para CHC s&o altamente heterogéneos entre
pacientes e regides, incluindo hepatite B cronica (HBV), virus da hepatite
C (HBV), cirrose alcodlica, obesidade/diabetes e doenca hepatica gordurosa néo
alcoolica (DHGNA)/figado gorduroso nao alcodlico (NASH). A hepatite cronica causada
pelas causas acima induz ainda mais a fibrose hepética e evolui para cirrose ap6s 10 anos,
que é o principal processo de formacao de CHC [66]

A necessidade de se classificar os casos de cancer em estadios baseia-se na
constatacdo de que as taxas de sobrevida sdo diferentes quando a doenca esté restrita ao
orgdo de origem ou quando ela se estende a outros érgdos. Estadiar um caso de cancer
significa avaliar seu grau de disseminagdo. Para tal, h& regras internacionalmente
estabelecidas, as quais estdo em constante aperfeicoamento. Existem varios sistemas de
estadiamento para o prognéstico do CHC, incluindo os sistemas comumente usados de
metastase de noédulos tumorais (TNM), Okuda e Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC),
bem como o Programa Italiano de Céncer de Figado (CLIP) [67,68,69,70,71,72,73,74].
O sistema de estadiamento TNM do American Joint Committee on Cancer (AJCC) para
CHC, revisado em 2010, identifica os fatores progndsticos mais importantes: o nimero
de tumores e a presenca e extensao da invasdo vascular dentro do tumor [74], porém é
apenas aplicavel prospectivamente em pacientes submetidos a resseccao cirurgica ou
transplante de figado para CHC [75,76]. O sistema de pontuacdo progndstica proposto
por Okuda e colegas inclui o tamanho do tumor e a gravidade da cirrose [67], 0s pacientes
estadiados de acordo com esse sistema apresentavam em sua maioria CHC irressecavel.
A pontuacdo CLIP, combina um indice da gravidade da cirrose hepética (estagio de Child-
Pugh), morfologia e extensdo do tumor, niveis séricos de a-fetoproteina (AFP) e trombose
da veia porta para determinar o prognastico de pacientes com cancer de figado, mostrando
ser util na estratificacdo de pacientes com CHC avancado [77,78,79,80]. O sistema de
estadiamento BCLC identifica estagios clinicos com base na extensao do tumor primario,
invasdo vascular e disseminacao extra-hepatica pelo tumor, status de desempenho de cada
pessoa e funcdo hepatica basal (estagio Child-Pugh), demostrando melhor estratificacdo
prognostica para pacientes com cirrose e CHC [81] , pacientes com CHC submetidos a
ablacdo por radiofrequéncia (RFA) [82], pacientes com CHC tratados principalmente
com terapias radicais [83], houve controvérsias em torno do sistema BCLC,
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particularmente em sua aplicagdo no tratamento cirdrgico de pacientes com CHC
[84,85,86].

Atualmente, o tratamento do cancer de figado é multidisciplinar, e as
recomendacdes para o tratamento multimodal do céncer de figado variam, sendo
geralmente escolhidas individualmente de acordo com a complexa interacdo entre o
estagio do tumor e a extensdo da doenca hepatica subjacente, aléem da condi¢do geral de
salde do paciente. Para pacientes com carcinoma hepatocelular em estagio inicial, uma
hepatectomia parcial pode ser curativa; entretanto, a funcédo hepatica geral do paciente, a
avaliacdo do tumor e a anatomia hepatica devem ser levadas em consideracao, a ressec¢do
é recomendada em pacientes com fungdo hepética preservada e ter uma localiza¢do
tumoral cirurgicamente [87,88]. O transplante de figado também oferece aos pacientes
uma potencial opcdo de tratamento curativo no carcinoma hepatocelular inicial, sendo
considerado o tratamento de escolha para pacientes com CHC em estagio inicial com
cirrose moderada a grave [89,90]. A terapia ablativa locorregional, incluindo injecdo de
etanol, ablacdo por radiofrequéncia e crioterapia, pode ser o tratamento priméario para
pacientes inoperaveis selecionados com CHC. Para pacientes com carcinoma
hepatocelular em estagio intermediario, a terapia de embolizacdo transarterial (TAE)
(particulas embdlicas sem quimioterapia) ou TACE (drogas quimioterépicas e particulas
embdlicas) aproveita o suprimento de sangue arterial caracteristico do CHC e induz
necrose tumoral por canulacdo seletiva das artérias hepaticas que alimentam o tumor e
infusdo de vaso-oclusivo particulas e/ou quimioterapia [91,92]. Para pacientes em estagio
avancado da doenca, a terapia padrdo de linha de frente Sorafenibe é a primeira terapia
direcionada aprovada para o tratamento de CHC avancado em pacientes com fungéo
hepética relativamente preservada [93]. Também pode ser indicado imunoterapia e
terapia contra virus oncoliticos. Ja quimioterapia ndo tem sido usada rotineiramente para
pacientes com CHC avancado porque, tradicionalmente, o CHC é considerado um tumor
refratério & quimioterapia [94].

Apesar das novas abordagens de tratamento surgirem como resultado dos
avancgos na compreensdo das fases que resultam na hepatocarcinogénese cientistas e
médicos estdo a procura de novas formas de tratamento para melhorar a sobrevida dos
pacientes com cancer de figado com progndsticos ruins. Novos horizontes para melhores
resultados para doengas malignas sdo abertos pela combinacdo de medicamentos e
mudancas nos metodos de administracdo e entrega de medicamentos. Aprimoramentos

futuros em biomarcadores preditivos, diagnosticos e prognosticos de CHC e terapia



26

direcionada molecularmente podem aumentar a sobrevida global de pacientes com CHC
em todos os estagios [96].

3.3 Braquiterapia

A braquiterapia € uma técnica de radioterapia que direciona radiacdo
concentrada para o tratamento de tumores, sendo descrita como "radioterapia interna”.
Esta abordagem permite uma administracdo mais precisa da radiacdo, minimizando o
impacto sobre os tecidos saudaveis adjacentes. E eficaz para o tratamento de varios tipos
de cancer, incluindo prostata, colo do Utero, mama, pulméao e pele, entre outros. A técnica
é notavel por permitir tratamentos mais curtos em comparacdo com outras técnicas de
radioterapia, o que pode impedir a divisdo e o crescimento de células cancerigenas
sobreviventes entre os tratamentos. Além disso, muitos pacientes toleram bem a
braquiterapia e ela estd associada a um baixo risco de efeitos colaterais graves.

Especificamente no tratamento do cancer de colo uterino, a Braquiterapia de
Alta Taxa de Dose (HDR) tem sido cada vez mais utilizada, conforme demonstrado por
Martelletti e colaboradores (2020), que destacam as repercussdes positivas desta técnica
na qualidade de vida e funcionalidade das pacientes.

Nos ultimos anos, uma nova abordagem terapéutica de radioembolizagéo
mostrou-se promissora para o0 tratamento de pacientes com CHC irressecavel. A
radioembolizacdo, infunde microesferas radioativas (itrio-90 [Y-90]) nas artérias
hepaticas que alimentam o tumor. Estas microesferas infundidas implantam-se
seletivamente nas arteriolas tumorais e, assim, fornecem radiacéo in locu [97].

Os avancos tecnologicos em braquiterapia tém melhorado as taxas de
sobrevida e sobrevida livre de progressdo. Estudos como o de Trifanescu e colaboradores
(2021) evidenciam os resultados oncoldgicos a longo prazo em pacientes com cancer
cervical submetidos a tratamentos trimodais, incluindo a radioterapia, destacando a
eficacia da braquiterapia em combinac¢do com outras formas de tratamento [98].

Além disso, as recomendagdes de tratamento para a braquiterapia em
contextos de paises de baixa e média renda foram exploradas no estudo da American
Brachytherapy Society por Suneja e colaboradores (2016). Este estudo oferece
orientagdes valiosas sobre como a braquiterapia pode ser adaptada e aplicada

efetivamente em diferentes contextos socioecondmicos [99].



27

A braquiterapia, portanto, representa uma opgéo de tratamento crucial e eficaz
para diversos tipos de cancer, e continua a evoluir com o desenvolvimento tecnoldgico e

a pesquisa continua.

3.4 Nanoparticulas

A National Nanotechnology Initiative (NNI) nos Estados Unidos define
nanotecnologia como "uma ciéncia, engenharia e tecnologia conduzida em nanoescala (1
a 100 nm), onde fenbmenos Unicos permitem novas aplicacdes em uma ampla gama de
campos, desde quimica, fisica e biologia, medicina, engenharia e eletrénica” [100]. Uma
nanoparticula pode ser definida de varias maneiras, sendo um material com menos de 100
nandbmetros em pelo menos uma de suas dimensfes quando considerado apenas seu
tamanho ou um nanomaterial deve possuir ao menos 50 % de particulas em que a0 menos
uma dimensdo é menor ou igual a 100 nm, considerando a distribuicdo de tamanho das
particulas [101,102,103 ].

Os nanomateriais ttm um enorme valor potencial de aplicacdo na pesquisa
biomédica devido as propriedades fisicas e quimicas especiais da estrutura dos
nanomateriais, incluindo terapia de luz, imagem fotoacustica, diagnostico precoce de
cancer, transporte de medicamentos e tecidos, engenharia, etc. Atualmente, os
nanomateriais tém sido aplicados em componentes eletrénicos, tintas, equipamentos
esportivos, cosmeéticos, aditivos alimentares e muitos outros produtos comerciais
[104,105,106].

Avancos recentes na nanotecnologia levaram ao desenvolvimento de vérias
formulacBes de nanoparticulas para aplicacbes diagndsticas e terapéuticas. As
nanoparticulas de diagndstico ttm como objetivo facilitar a visualizacdo de patologias e
melhorar a compreensao de principios (pato)fisiolégicos importantes de varias doencas e
tratamentos de doencas. Clinicamente, no entanto, os nanodiagnosticos se mostram uteis
em um num namero limitado de situagdes, devido as complexas exigéncias das suas
propriedades farmacocinéticas e eliminacdo. Portanto, a maioria das formulacGes de
nanoparticulas utilizadas atualmente nas clinicas é aplicada para fins terapéuticos. As
nanoparticulas terapéuticas visam melhorar a acumulacdo e libertacdo de agentes
farmacologicamente ativos no sitio patologico, aumentar a eficacia terapéutica e reduzir
a incidéncia e intensidade dos efeitos secundarios, reduzindo a sua localiza¢do em tecidos
saudaveis [107,108].
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As caracteristicas intrinsecas das nanoparticulas sdo uma grande promessa
para a integracdo de agentes diagndsticos e terapéuticos em uma unica formulagdo de
nanoparticulas, permitindo sua aplicacdo para fins teranosticos, como monitoramento da
biodistribuicdo e acumulacéo no local alvo, visualizacdo e quantificacdo da liberacdo do
medicamento e avaliacdo longitudinal da terapéutica. eficacia. Essas nanoparticulas
terandsticas podem ser usadas para personalizar terapias baseadas em nanomedicina,
permitindo a pré-selecdo do paciente e controlando a eficécia terapéutica [109,110,111].

As possibilidades de areas de aplicacdo para 0s hanomateriais sdéo amplas e
portanto, existem varios tipos de NPs Inimeras formulaces de nanoparticulas foram
projetadas e avaliadas nos ultimos anos, incluindo, por exemplo, lipossomas, polimeros,
micelas, proteinas, anticorpos, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas ultrapequenas de
oxido de ferro superparamagnético (USPIO) e nanotubos, que possuem propriedades
intrinsecas que influenciam sua biodistribuicéo, eliminacdo e acimulo no local alvo. A
maioria dessas nanoparticulas é utilizada para fins terapéuticos [112,113,114]. A
literatura aponta algumas NPs que vém sendo estudadas para o uso em braquiterapia tais
como 198-Au, 103-Pd e 177-Lu [115,116,117,118,119,120]

Propriedades de superficie como hidrofilicidade, carga superficial e
modificacdo de superficie podem determinar o comportamento das nanoparticulas in vivo,
in vitro e no meio ambiente [121,122]. As propriedades superficiais das nanoparticulas
também desempenham um papel importante na interacdo entre nanoparticulas e

membranas celulares.

3.4.1 Nanoparticulas de ouro (AuNPS)

O ouro (Au) é um dos elementos quimicos menos reativos. Desde o inicio, 0
grande valor do ouro foi apreciado devido a sua ocorréncia rara, manuseio e fabricacdo
faceis, resisténcia a corrosdo e outras reagdes quimicas e, claro, sua cor unica. O ouro se
tornou rapidamente o simbolo de poder e riqueza e tem sido usado para cunhagem e
producao de joias. O “padrao ouro” foi por muito tempo aplicado como politica
monetaria, sendo abandonado por volta de 1976, logo apos a retirada das moedas de ouro
de circulagdo na década de 1930 [123].

A aplicacdo medicinal de ouro e seus complexos também tem uma longa
historia. Os primeiros dados sobre ouro coloidal (suspenséo coloidal de nanoparticulas de

ouro em um fluido) podem ser encontrados em antigos papéis chineses, arabes e indianos
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dos séculos V a IV aC, que o recomendavam para o tratamento de varias doencas, embora
0 mecanismo de acdo foi mal compreendido. Na Europa medieval, o ouro coloidal era
frequentemente estudado em laboratorios alquimistas e usado para o tratamento de

doencas mentais, sifilis, diarreia e até recomendado como elixir da longevidade [123].

Michael Faraday foi quem apresentou o primeiro artigo cientifico sobre
nanoparticulas de ouro em 1857, que atribuiu a cor vermelha a natureza coloidal dos
AUNPs e descreveu suas caracteristicas de espalhamento de luz [124]. Despois de
cinguenta anos, as propriedades de absorcdo visivel dos AuUNPs foram explicadas usando
as equacdes eletromagnéticas de Maxwell [124]. Em 1971, os pesquisadores britanicos
Faulk e Taylor elaboraram um método revolucionario de conjugacdo anticorpo-ouro
coloidal para a visualizagdo direta por microscopia eletronica de antigenos de superficie
de Salmonellae [125]. Esta descoberta deu inicio a varios estudos ao longo dos proximos
40 anos, dedicados a aplicacGes biomédicas de nanoparticulas de ouro, reconhecendo
especificamente varias biomacromoléculas devido a funcionalizacdo da superficie e as
propriedades caracteristicas.

Nos ultimos anos, o uso de nanoparticulas de metal nobre ampliou. O foco
dos cientistas esta voltado para as nanoparticulas de ouro (AuNPs), que tém propriedades
versateis e possiveis aplicagdes em quimica clinica, bioimagem e terapia do cancer, bem
como a distribuicdo de uma droga direcionada sendo constantemente caracterizada.
AuNPs sdo amplamente utilizados como entrega de drogas ap6s modificar suas
superficies pela ligacdo de ligantes de biomoléculas. Pesquisas de modelagem tém
mostrado cada vez mais interesse nos AUNPS e a investigacao de sua toxicidade, tamanho,
forma e modificacgdo de superficies tem sido proposta [126].

As AuNPs ainda podem ser confeccionadas em diferentes geometrias
(esférico, cubico e cilindrico, por exemplo), e ja sdo utilizadas, por exemplo, para carregar
nucleotideos, anticorpos e proteinas, além de outras aplicacdes biotecnolédgicas podendo
ser exemplificado na figura 2 [127].

Figura 2: Morfologia (esferica), tamanho, revestimento superficial (carboidrato, DNA/RNA,
peptideo, carregamento com drogas e usado para sondagem de imagem) e funcionalizagdo (por

anticorpo, DNA, proteina) de AuNPs.
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Os métodos para a obtencdo de AuNPs por reducdo quimica possuem duas
etapas principais, a reducdo e a estabilizacdo. Os agentes de reducdo fornecem elétrons
ao Au®", proveniente do acido cloroaurico (HAUCI?), possibilitando a sua reducio para
Au'* e entdo para Au®, que é o estado de ionizacdo estavel que permite a obtencio das
nanoparticulas. Os agentes de estabilizacdo por sua vez evitam a agregacdo das
nanoparticulas, atribuindo a elas uma forca de repulsdo que pode controlar caracteristicas
como taxa de crescimento, tamanho, geometria [128,129].

3.5 Polietileno glicol (PEG)

A nomenclatura dos polietilenoglicois especificos geralmente se baseia no
namero de unidades de 6xido de etileno ou seu peso molecular aproximado, como PEG-
4 ou PEG-200. Os polietilenoglicéis com menos de 600 pesos moleculares sdo liquidos,
enguanto os com mais de 1000 pesos moleculares sdo sélidos. Essas substancias nao sdo
volateis, altamente solGveis em agua, ndo sdo insipidas e ndo sdo inodoros. O
polietilenoglicol (PEG) é um polimero simples, hidrofilico e flexivel que esta fisicamente
ligado a peptideos, proteinas, &cidos nucleicos, lipossomas e nanoparticulas. Essa ligagcdo
¢ amplamente utilizada para melhorar sua estabilidade, solubilidade e propriedades

farmacocinéticas, de forma a reduzir a depuragédo renal, bloquear locais de ligagéo de
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anticorpos e proteinas e aumentar a meia-vida e a eficicia da terapia com moléculas
[130,131]. O aumento da meia-vida na circulagcdo é particularmente vantajoso para
medicamentos injetaveis porque a frequéncia de administracdo pode ser reduzida,
levando a uma melhor adesao do paciente e qualidade de vida.

Métodos para prolongar o tempo de circulacdo sd0 necessarios, pois as
proteinas e peptideos sdo rapidamente degradados e eliminados da corrente sanguinea.
Uma maneira de fazer isso € utilizar um polimero inerte para cobrir a superficie do
medicamento. Esse polimero é capaz de resistir as interacbes com os elementos da
corrente sanguinea, fornecendo ao medicamento caracteristicas que sdo chamadas de
"furtivas". O polietilenoglicol (PEG) ¢ o polimero “furtivo” mais amplamente utilizado
no campo de distribuicdo de medicamentos, devido ao seu longo histérico de seguranca
em humanos e a classificacdo como Geralmente Considerado como Seguro (GRAS) pelo
Food and Drug Administration (FDA). Considerados os primeiros relatos de PEGilacao
para administracdo de medicamentos, Davis e Abuchowski descreveram em 1977 a
ligacdo covalente do PEG a albumina sérica bovina e as proteinas catalase do figado
[132].

Em 1990, o FDA aprovou o primeiro produto de proteina PEGuilada,
Adagen®, uma enzima adenosina desaminase PEGuilada para doenca de
imunodeficiéncia combinada grave [133]. Desde entdo, outras terapéuticas com proteinas
PEGuiladas foram aprovadas pela FDA para o tratamento de doencas que vao desde
artrite reumatoide até degeneracdo macular relacionada a idade [133]. Uma variedade de
medicamentos proteicos peguilados e ndo proteicos estdo clinicamente disponiveis,
incluindo vacinas de RNA contra SARS-CoV-2.[134].

O sucesso da PEGuilacdo de proteinas como um método para produzir
terapias intravenosas com circulacdo mais longa e, portanto, mais eficazes, levou a
investigacdes de PEGuilacdo de nanoparticulas (NP) para aplicagdes sistémicas no inicio
dos anos 80 e 90 [135]. Os revestimentos de PEG nas NPs protegem a superficie da
agregacao, opsonizacgéo e fagocitose, prolongando assim o tempo de circulagéo.

A primeira aprovacdo da FDA de um produto de nanoparticulas PEGuiladas
(NP), Doxil®, veio em 1995. Os lipossomas Doxil “Stealth®” aumentaram a
biodisponibilidade da doxorrubicina em quase 90 vezes em 1 semana a partir da injecao
versus medicamento livre, com meia-vida do medicamento de 72 h e meia-vida de
circulacdo de 36 h [136,137].

Nos anos seguintes, a PEGilacdo tornou-se um pilar na formulacdo de

NP. Embora grande parte do desenvolvimento inicial de NPs PEGuiladas tenha se
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concentrado na administragdo sistémica, também destacamos os beneficios da
PEGuilacao de NP para superar barreiras bioldgicas a entrega eficaz associada a varios
modos de entrega, desde injecdo no olho até aplicacdes topicas ha mucosa.

Além das interacdes de nanoparticulas e as barreiras biologicas, o curto tempo
de meia-vida de circulagdo das nanoparticulas também pode resultar de interacdes entre
nanoparticulas, isto €, agregacdo. Os NPs agregam-se principalmente porque a atracdo
entre as particulas é mais forte do que a atracéo pelo solvente [138]. NPs com alta energia
superficial tém maior tendéncia a se agregar, conforme descrito pela teoria Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) [139]. Para NPs esféricas, o potencial de interacdo
esta relacionado ao potencial repulsivo eletrostético e ao potencial de atracdo de van der
Waals [139].

O PEG diminui a energia superficial dos NPs e minimiza a atracdo de van der
Waals [140]. O PEG diminui a quantidade de atracdo entre NPs aumentando a distancia
estérica entre eles e aumentando a hidrofilicidade atraves de repeti¢des de éter formando
ligacBes de hidrogénio com o solvente. Outros beneficios da PEGuilagdo incluem a
modificacdo do tamanho da particula. A reducdo da filtracdo renal de particulas maiores
que 10 nm, aumentando o tempo de meia-vida de circulagdo; no entanto, em um tamanho

muito grande (> 100 nm), ocorre a captacdo hepética [141].

3.6 Braquiterapia com nanoparticulas

As nanoparticulas na braquiterapia representam uma fronteira emergente no
tratamento do cancer, oferecendo uma alternativa precisa e eficaz aos métodos
convencionais. A incorporacdo de nanoparticulas radioativas permite uma entrega
direcionada da radiacdo, aumentando a eficécia do tratamento e minimizando o dano aos
tecidos saudaveis. Esta abordagem inovadora esta se mostrando promissora em diversos
tipos de cancer, incluindo tumores solidos desafiadores [142].

O desenvolvimento de nanoparticulas para braquiterapia inclui o desafio de
garantir estabilidade e distribuicdo controlada no ambiente bioldgico. Pesquisas estdo em
andamento para aprimorar métodos de sintese e entrega de nanoparticulas, buscando
otimizar a eficacia do tratamento e minimizar os efeitos colaterais. A integracdo de

técnicas de imagem avancadas com a entrega de nanoparticulas também estdo sendo
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investigada, com o objetivo de aprimorar a precisdo e 0 monitoramento do tratamento
[143].

Um aspecto crucial do uso de nanoparticulas na braquiterapia € o perfil de
seguranca. Estudos estdo focados em entender as interaces das nanoparticulas com
tecidos biologicos e a resposta do organismo a esses materiais. Além disso, a
personalizagdo do tratamento com nanoparticulas para diferentes tipos de céancer e
pacientes € uma area de pesquisa ativa, com 0 objetivo de maximizar a eficacia e

minimizar os riscos [144].

3.7 Emprego de nanoparticulas radioativas em terapia oncoldgica.

A nanotecnologia, emergindo como um campo inovador na medicina, tem um
papel crucial, especialmente no tratamento do cancer através da radioterapia.
Nanoparticulas radioativas, uma fronteira nova na terapia contra o cancer, oferecem uma
abordagem refinada para a radioterapia, uma técnica comum no combate a essa doenca.
Estas nanoparticulas tém a notdvel capacidade de aumentar a eficacia da radiacéo,
direcionando-a de forma precisa aos tumores, 0 que é essencial para minimizar os danos
aos tecidos saudaveis proximos. Este método avancado tem o potencial para superar
desafios significativos encontrados nos tratamentos convencionais, incluindo a
resisténcia das células cancerosas a radiacao e a reducao dos efeitos colaterais adversos,
tornando o tratamento mais toleravel para os pacientes [145].

Além disso, o uso de nanotecnologia na radioterapia representa um avanco
significativo no tratamento do cancer. Nanoparticulas de varias composicdes, incluindo
as metalicas, lipossomas, micelas, poliméricas, de proteinas, ceramicas, virais e
dendrimeros, estdo sendo estudadas por sua capacidade Unica de acumular energia
ionizante nos tumores. Esta acumulacdo se d& atraves do efeito de permeabilidade e
retencdo aprimorados (EPR), onde as nanoparticulas se acumulam nos tecidos tumorais,
aproveitando caracteristicas vasculares especificas destes tumores. Isso permite que a
radiacdo seja mais eficaz, pois atinge diretamente as células cancerosas, preservando ao
maximo os tecidos saudaveis [146].

A crescente pesquisa na utilizacdo de nanoparticulas metalicas tem sido
notavel, devido a sua capacidade de dispersar ou absorver radiacdes de alta energia,

resultando em danos localizados e eficazes as células tumorais. Outros nanomateriais,
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como pontos quanticos e 6xidos metélicos, também estdo sendo explorados para ampliar
as possibilidades terapéuticas, abrindo novos horizontes para tratamentos oncoldgicos
mais eficientes e personalizados [146].

No entanto, a aplicacdo clinica das nanoparticulas radioativas ainda enfrenta
desafios significativos, como a toxicidade, a biocompatibilidade e a variacdo nos
resultados entre estudos pré-clinicos e clinicos. A superagdo destes desafios € vital para
0 progresso e a aplicacdo bem-sucedida desta abordagem terapéutica em pacientes com
cancer. Pesquisas adicionais sdo necessarias para otimizar as propriedades das
nanoparticulas, garantindo sua segurancga e eficicia a longo prazo [147].

As nanoparticulas radioativas apresentam uma diversidade impressionante
em suas aplicagdes no tratamento do cancer. Abaixo ha uma descri¢éo de algumas delas:

Nanoparticulas de Ouro (AuNPs): Sdo produzidas pela reducdo do
tetracloreto de hidrogénio e ouro (HAUCI,) e destacam-se na radioterapia devido a sua
biocompatibilidade e capacidade de aumentar o efeito da radiagdo nos tumores [148,149].

Nanoparticulas de Gadolinio (GANPs): Com alto nimero atdmico, melhoram
a eficacia da radioterapia e sdo rapidamente eliminadas pelos rins, reduzindo efeitos
toxicos [150].

Nanoparticulas de Prata (AgNPs): Semelhantes as de ouro, sdo eficazes na
radiossensibilizacdo, porém mais acessiveis e com menor biocompatibilidade [151].
Nanoparticulas de Platina: Usadas em radioquimioterapia, potencializam o dano ao DNA
quando associadas a radiacdo [152].

Nanoparticulas & base de Oxido Metélico: Incluem 6xidos de titanio, hafnio,
cerium, entre outros, utilizadas para aumentar a eficdcia do tratamento radioterapéutico.

Nanoparticulas de Dioxido de Titanio: Geram espécies reativas de oxigénio
(ROS) quando ativadas por radiacdo UV, sendo menos eficazes para tumores profundos
[153].

Nanoparticulas de Oxido de Hafnio: Boas para radiossensibilizacio em
radioterapia externa de feixe (EBRT) devido a sua biocompatibilidade e biodistribuicdo
[154].

Nanoparticulas de Oxido de Cério: Novos agentes de radiossensibilizacéo e
entrega de medicamentos, com efeitos proapoptoticos e antioxidantes em certos tipos de
cancer [155].

Nanoparticulas de Oxido de Ferro: Usadas para estresse oxidativo induzido e

tratamento de células cancerosas com menor dano a células saudaveis.
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Nanoparticulas de Oxido de Tantalo: Atuam como radiosensibilizadores,
depositando mais energia de radiagéo nos tumores [156].

Nanoparticulas Superparamagnéticas de Oxido de Ferro: Direcionadas
magneticamente para partes especificas do corpo, induzem hipertermia localizada ou
entregam agentes especificos [157].

Nanoparticulas de Liga Metélica: Utilizadas na terapia de radiagdo do cancer
como potentes radiosensibilizadores [158].

Nanotubos de Carbono: Investigados para aplicacdes como entrega de
medicamentos e imagem biomédica, com potencial para reduzir a resisténcia a radiagdo
em células tumorais [159].

Nanoparticulas a base de Silica: Testadas para seu papel potencial na
radiosensibilizacdo, com nanoparticulas de silica amino-silanizadas oxidadas mostrando
maior producdo de ROS [160].

Nanoparticulas C60: Fulerenos com estrutura globular Gnica que mostram
atividades anticancerigenas ao induzir autofagia em células cancerosas [161].

Nanoparticulas Poliméricas: Baseadas em polimeros naturais ou sintéticos,
melhoram o efeito da radiacdo ou a entrega de agentes radiosensibilizadores [162].

Cada tipo de nanoparticula apresenta caracteristicas e mecanismos
especificos, tornando-as adequadas para diferentes abordagens no tratamento do cancer.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido para a producdo de nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com polietilenoglicol, baseando-se em um método bem aceito e
difundido na literatura por Turkevich [163], que utiliza o citrato de s6dio com agente
redutor. A partir dessa metodologia técnicas de caracterizagcdo foram empregadas para
avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas das nanoparticulas produzidas. Também se
estudou a relagéo do agente redutor com o tamanho das AuNPs. Apos a etapa de producgéo
e caracterizacdo das nanoparticulas, testou-se sua citotoxicidade em cinco linhagens
celulares, sendo: HUVEC, HEPG2, HTC, BRL3A e HT29-MTX.

4.1 Desenvolvimento de sintese de nanoparticulas de ouro

4.1.1 Materiais

Para a sintese das nanoparticulas de ouro, bem como o seu recobrimento, foram utilizados
0s seguintes reagentes:

Ouro (Au-197) pureza minima de 99,999 % (Ourominas);

Acido cloridrico (HCI) 37 % (Dinamica);

Acido nitrico (HNOs) 65 % (Dinamica);

Citrato de sodio tribasico dihidrato (EMSURE Merck);

Agua Ultrapura Tipo I (Millipore, 18.2 MQ);

Polietilenoglicol (PEG) 5000 (NH2-PEG-SH), Mw 5000 (Laysan B10);

4.1.2 Dissolucao do ouro

Para as etapas de Dissolucdo do ouro e sintese de nanoparticulas de Au-197
e Au-198 foi desenvolvido um sistema fechado de aquecimento com um baldo com dois
gargalos, um acoplado a um sistema de armadilha (trap) de gas, para impedir a entrada
de poeira no sistema e outro acoplado a um trap de solucéo de hidroxido de sodio (NaOH)
conforme a Figura 3, que impede os gases gerados pela evaporacdo do acido cloridrico e
acido nitrico fossem liberados no ambiente juntamente com possiveis particulados de

material radioativo.
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Figura 3 - Sistema fechado para a producéo do acido clorodurico. Lado esquerdo da imagem esta
localizado a armadilha de solu¢do de NaOH (frasco com a tampa azul) ligada ao gargalo lateral
do baldo. Acoplado ao gargalo superior do baldo esta a armadilha de gés. O bal&o foi posicionado

a cima de um sistema de aguecimento.

Fonte: Autora da dissertacao.

A principal etapa na sintese de AuNPs é reduzir Au*™ ou Au*® para Au’,
adicionando um doador de elétrons (agente de reducdo) na reacdo. Neste caso utilizou-se
0 HAUCI*com ouro em seu estado de oxidagdo Au*3,

Para obtencdo do reagente de ouro, fez-se necessario que todas as vidrarias
fossem limpas adequadamente, lavadas com agua régia, enxaguadas com agua nanopura
e secas. Esta etapa evita a agregacdo de particula de ouro residual e nucleacdo indesejada
durante os procedimentos de sintese.

O ouro é oxicidado por agua regia. Agua regia é uma mistura de dois &cidos,
0 &cido cloridrico (HCI) e acido nitrico (HNO3) da seguinte forma: O HCI fornece seus
fons cloreto (CI -), que reagem com os ions ouro (Au®*) dissociados pelo acido HNOs
para criar anions tetraclorourato (I11), também em solucdo. A reacdo com acido cloridrico

é uma reacéo de equilibrio que favorece a formacéo de anions clorurato (AuCI*).

Au + HNO3 + 4HCl &> AuCL* + NO> + H30+2H,0
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A remocdo do &cido nitrico residual pode ser realizada por aquecimento repetido
com adicdo de &cido cloridrico. O processo apresentado a seguir € um processo adaptado
no qual utilizou [164,128]:

1. 11mg de fio de ouro metalico foram adicionados num baldo fundo com duas
bocas de 50 ml. 1,33 mililitros de &gua régia (HCl e HNO3 em uma propor¢éo de volume
de 3:1) foram adicionados lentamente sobre o fio;

2. A mistura foi agitada e aquecida a 100 °C. A solucéo foi reduzida a um terco
da solucéo inicial. Este processo ocorreu em cerca de 15 min;

3. Gradualmente foi adicionado 0,5 ml de HCI a solugéo aquecida, para auxiliar
na eliminacdo dos vapores nitricos marrons.

4. A solucdo foi mantida sob aquecimento até ser novamente concentrada para um
terco da solucao;

5. Os procedimentos descritos nos itens 3 e 4 foram repetidos 5 vezes para auxiliar
na evaporacgdo o acido nitrico. A presenca de vapores nitricos foi verificada por uma fita
indicadora de pH;

6. Apds as cinco repeticdes de adi¢do de HCI, foi adicionado lentamente a solucéo
0,5 ml de agua ultrapura 3 vezes, para novamente contribuir com a evaporacao do acido
nitrico e para manter o pH da solucéo.

7. O procedimento descrito anteriormente foi repetido 3 vezes. Ao passo que a
solucdo é reduzida a um terco, foi feita uma nova adicéo.

8. A solucdo reduzida, foi adicionado 5ml de agua ultrapura, mantido sob agitacao
por mais 5 minutos. Entdo o sistema de agitacéo e temperatura foi desligado. Resultando

na solucdo de acido clorodurico, pronta para uso.

4.1.3 Sintese de nanoparticulas de ouro

Realizada a partir de uma adaptacdo do método descrito por Turkevich [163]
de sintese de ouro coloidal. A sintese descrita a seguir também foi funcionalizada com
Polietilenoglicol 5000 (NH2-PEG-SH).

A sintese consistiu em adicionar HAuCl4 0,055 mM recém-preparado a 3 ml
de agua ultrapura, preparado num baldo fundo com dois gargalos de 50 ml equipado com
um condensador. O A solucéo foi mantida a ebulicdo (100 °C) enquanto agitada com uma

barra de agitagdo magnética por dois minutos, ou até que a solugdo fosse homogénea e de
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temperatura estdvel. Entdo foi adicionado PEG 0,12 mM e mantido nas mesmas
condigdes para agitacdo e temperatura por mais trés minutos. Em seguida, NazCtr 39mM
foram adicionados rapidamente. Apos a adicdo do agente redutor a solucéo foi deixada
sob agitacdo durante 3 minutos, em que se observa a mudanca de coloracdo. O frasco foi
removido da placa de aquecimento e deixado resfriar por 10 minutos ainda sob refluxo.
Apos esse periodo, o sistema de refluxo foi desligado e as analises para caracterizagdo

iniciou-se.

4.2 Ativacdo do fio de ouro

O Au-198 foi obtido por uma reacao de captura de néutrons no reator nuclear
IEA-R1 do Centro do Reator Nuclear de Pesquisas (CERPQ) no IPEN, um reator de
pesquisa do tipo piscina com poténcia méxima de 5SMW. O Au-197 possui uma se¢do de
choque de captura de néutrons de 98,65 + 0,3 barns o que indica que a probabilidade de
obtencdo do 198-Au é alta [165,166]. Ao ser irradiado com néutrons, o Au-197, estavel e
natural, transmuta no radiois6topo Au-198, respeitando a reacdo nuclear descrita na
Equacéo 1:

DiAu+ in - 54u (1)

O IEA-R1 opera com poténcia de 3,5 MW, e a irradiagdo ocorreu na posi¢do
34B a um fluxo de néutrons térmicos de 3,19 x10** n.cm?/s™%. Foram irradiados 11mg de
ouro-197 e o tempo total de irradiacao foi de 2 horas.

O Au-198 por sua vez, decai para o Hg-198, com meia-vida de
aproximadamente 2,69 dias conforme demostrado na figura 1. O decaimento se da
majoritariamente por emissdo de -, porém a emissdo de raios y que acompanham o

decaimento.

4.2.1 Afericdo da atividade das AuNPs-198

O termo cémara de ionizacdo convencionalmente passou a ser usado

exclusivamente para o tipo de detector no qual pares de ions sdo coletados de gases. A
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camara de ionizagdo é o tipo de dosimetro mais utilizado para medicdes precisas, como
as exigidas em radioterapia. Em principio, sdo os mais simples de todos os detectores
cheios de gas [167]. Sua operacdo normal é baseada na coleta de todas as cargas criadas
pela ionizaco direta no gés através da aplicacdo de um campo elétrico. A medida que
uma particula carregada passa rapidamente através de um gas, criam moléculas excitadas
e moléculas ionizadas ao longo de seu caminho. Depois que uma molécula neutra é
ionizada, o ion positivo resultante e o elétron livre sdo chamados de par iGnico e servem
como constituinte béasico do sinal elétrico desenvolvido pela cémara ionica.
Independentemente dos mecanismos envolvidos na criagdo do par ionico, a quantidade
préatica de interesse € o numero total de pares de ions criados ao longo do trajeto da
radiagéo.

A medida que é aplicada uma diferenca de tens&o entre as paredes da camara
(onde se encontra 0 anodo) e o eletrodo coletor (o catodo), um campo elétrico é gerado
no interior da cdmara. Se o campo elétrico for suficientemente alto para evitar a perda de
carga devido a recombinac&o dos ions positivos e dos elétrons, uma condicao de saturacdo
ibnica é alcancada. Entdo, as cargas resultantes deslocam-se conforme a polaridade
gerando uma corrente elétrica, a corrente medida é simplesmente proporcional a taxa de
formacdo de carga dentro da cAmara idnica e é proporcional a intensidade da radiacéo
incidente naquele volume [168].

Para a afericdo da atividade das AuNPs-198 foi utilizado a camara de
ionizacao tipo poco da marca Capintec modelo CRC®-15W que pertence ao CETER do
IPEN. Foram aferidas as atividades do ouro metalico ativado (antes da sintese das
AuUNPs), da 198-AuNPs (logo apds a sintese). Para evitar contaminacdo do poco, tanto o
Au-198 (ouro metalico), quanto as AuNPs-198 foram alocadas em um frasco de vidro

NPL-P6, e este recipiente foi colocado em um involucro de filme plastico.

4.2.2 Espectrometria gama do Au-198 por detec¢do no germanio hiperpuro.

O detector de Germanio Hiperpuro (HPGe) utiliza um cristal semicondutor,
que quando sofre a incidéncia de um foton, faz com que ocorra uma cascata de elétrons
entre as bandas de valéncia para a de conducéo, gerando assim um sinal de corrente
elétrica que possibilita definir a energia caracteristica do féton incidente [168]. Para

realizar a espectrometria gama utilizou-se o0 HPGe modelo GEMC5970-B conectado ao
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sistema de resfriamento LN2 dewar Mobius da marca ORTEC, que pertence ao CETER
do IPEN.

A caracterizacdo espectral foi realizada usando o software MAESTRO 7
Mutichannel Analyzer Emulation Software da AMETEK, e a literatura de referéncia
[169]. O detector foi calibrado com fontes de calibragdo de 137-Cs (césio) e 133-Ba
(bério) ambas de 10 uCi da marca Amershan. A medida do Au-198 metélico(fio) foi
realizado antes da realizacdo da sintese das NPs para a confirmacdo da presenca do
radioisotopo desejado. O espectro das AuNPs-198 obtidas também foi avaliado, este apds

a realizacao da sintese.

4.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

As propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais contribuem para o seu
comportamento no meio biolégico [170,171], tornando-se propriedades importantes
devido as incertezas que muitas vezes sao atribuidas a fatores fisicos (por exemplo,
tamanho de particula [172], carga de superficie [173], forma [174] e quimicos (por
exemplo, funcionalizacdo de superficie com diferentes ligantes, incluindo PEGilacdo
[131]. Sendo assim, a caracterizacdo adequada das NPs é essencial para a obtencdo de
dados confiaveis e torna segura sua aplicacdo no meio biolégico.

A seguir, aborda-se as técnicas de caracterizacdo fisico-quimica das

nanoparticulas produzidas.

4.3.1 Definicdo da concentracdo do agente de nucleacao

Com base em parametros fisiologicos como filtracdo hepatica,
extravasamento tecidual, difuséo tecidual e excregéo renal, fica claro que, juntamente
com a composi¢do da superficie, o tamanho das particulas é um fator chave na
biodistribuicdo de nanoparticulas de longa circulagdo e na obtencdo de eficacia
terapéutica [141].

A partir dos dados de Turkevich e G. FRENS [175] € possivel concluir que a

reducdo do cloreto de ouro com citrato de sodio em solucdo aquosa € um procedimento


https://www.nature.com/articles/physci241020a0#auth-G_-FRENS-Aff1
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promissor para a preparacédo de tal conjunto de suspensées de ouro monodispersas com
didmetros de particulas amplamente diferentes. Assim, alterando as quantidades relativas
de reagentes, nos informa sobre as mudancas nas taxas relativas dos dois processos
independentes de nucleacdo e crescimento das particulas metalicas. Se o ouro disponivel
for dividido em mais ou menos ndcleos existe uma diferenca consideravel no diametro
das particulas resultantes.

Uma série de suspensdes monodispersas com a mesma composi¢ao quimica,
mas com tamanhos de particulas bastante diferentes, podem ser utulizadas para estudar
fendmenos dependentes do tamanho das particulas, como movimento browniano,
dispersdo de luz, sedimentacdo e eletroforese de pequenas particulas. Usou-se um
procedimento padrdo para obter a suspensdao monodispersa de AuNPs é o seguinte. Sdo
preparadas solu¢Ges de HAuCIls (0,055 mM, solugdo 1) e de citrato de sodio (39mM,
solucdo I1). 1,0 ml da solucéo I € aquecida até a ebulicdo e 1 ml da solucdo Il € adicionada,
a cada série variou-se a quantidade da solucdo Il. Em cerca de 25 s, a solucdo em ebuli¢éo
torna-se ligeiramente azul (nucleacdo). Apds aproximadamente 70 s, a cor azul muda

repentinamente para um vermelho brilhante.

4.3.1 Espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta

O Espalhamento de Luz Dindmico, do inglés Dynamic Light Scattering
(DLS), utiliza um laser monocromatico e coerente que incide nas nanoparticulas,
espalhando a luz em todas as direcbes [176]. O espalhamento apresenta uma variacdo
devido ao movimento aleatorio das particulas obtido da colisdo com as demais particulas
do meio (movimento browniano), resultando em interferéncia construtiva ou destrutiva.
Isso permite a quantificacdo da flutuacdo e o perfil de distribuicdo do tamanho das
particulas.

O sistema de potencial Zeta mede a carga da superficie por meio da magnitude
das forcas de repulséo e atragé@o entre as particulas [177,178].

As medidas de DLS e de potencial Zeta foram realizadas no equipamento da
Anton Paar Litesizer 500 disponivel no Centro de Tecnologia das Radia¢cdes (CETER)
IPEN, como visto na figura 4. Antes das medicgdes, a temperatura foi estabilizada pelo

equipamento a 25°C por 60 segundos antes das medidas.
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O didmetro hidrodindmico das nanoparticulas foi obtido pelo DLS em
diferentes momentos para avaliar se houve aglomeragdo com o passar do tempo. As
medidas foram realizadas em 0,5 hora, 24 horas e 10 dias ap6s a producao das AuNPs
ndo radioativas e radioativas. As medidas foram realizadas com nanoparticulas ja
recobertas. Também foi avaliado o indice de polidispersdo, que forneceu informacdes
sobre a homogeneidade da distribuicdo das nanoparticulas desenvolvidas em relagéo ao
seu tamanho.

Para as medidas de potencial Zeta utilizou-se uma cubeta do tipo Omega Z da
Anton Paar. As medidas também foram realizadas 0,5 hora, 24 horas e 10 dias apés a
producéo das AuNPs.

Figura 4 — Equipamento utilizado para as medidas de DLS e potencial Zeta juntamente com a
cubeta utilizada para a medida de potencial Zeta.

Fonte: Catdlogo  Anton Paar Disponivel em<https://www.anton-paar.com/br-
pt/produtos/detalhes/litesizer/>. Acesso em: 10 nov. 2023.

4.3.2 Espectroscopia de absorcao no ultravioleta e visivel (UV-Vis)

O espectro de absorc¢do no UV-Vis realiza a medida de absorbancia na regido
do espectro ultravioleta (100 - 400 nm) e visivel (400 — 800 nm) dos materiais. Nessas
faixas de energia as moléculas sofrem transi¢cGes eletrdnicas moleculares que séo
caracteristicas de cada material. A quantidade de luz que é absorvida pelo material
depende da sua concentracao, do coeficiente de absorcdo molar e do caminho éptico da
luz. Com isso, esta técnica permite determinar, por exemplo, curvas de titulagéo,
substancias quimicas e bioldgicas quantitativamente, grau de pureza de compostos entre
outros [177].
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Para avaliagdo do espectro UV-Vis das nanoparticulas de ouro foi realizado
uma varredura de 400 nm a 700 nm no espectrofotdmetro Shimadzu UV- 1800,
pertencente ao Centro de Tecnologia das Radiacdes (CETER) IPEN ilustrado na figura 5
utilizando-se uma cubeta de 10 mm de poliestireno.

O espectro UV-Vis de absorbancia da ressonancia da superficie plasmonica
das AuNPs pode ser usado para estimar o tamanho do nacleo das NPs com base na
interacdo da luz com este ndcleo de ouro utilizando-se a seguinte equacao para diametros

menores de 35 nm:

Aspr
d= e(B1 A4§0 - BZ) (2)

Onde, B, é o inverso da inclinacdo (m) do ajuste linear B, = B,/ m onde B, é
a interceptacdo. Aspr € a absorbancia das AuNPs no pico de ressonancia da superficie
plasmonica e Asso é a absorbancia a 450 nm [178].

Figura 5 - Equipamento utilizado para as medidas de UV-Vis.

Fonte: Autora da dissertacao.

4.3.3 Analises microscoépicas (MET)

A técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) utiliza um feixe

de elétrons como fonte de “iluminagdo” sobre uma amostra a ser observada. Esta
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incidéncia de elétrons produz diversas interacdes passiveis de serem coletadas fazendo
estas técnicas irem muito além da simples obtencdo de imagens. Instrumentos de
microscopia eletronica modernos oferecem um grau detalhado de caracterizacbes
estruturais, espectroscopicas, composicionais e cristalograficas, em diferentes materiais
tais como metais, ligas metélicas, ceramicas, semicondutores, vidros, polimeros, madeira,
téxteis, concreto, amostras bioldgicas, etc.

Na técnica de MET, o feixe de elétrons interage com uma amostra
suficientemente fina a medida que a atravessa. A amostra € disposta entre a fonte de
elétrons e um anteparo, onde a imagem ampliada € formada pelo impacto dos elétrons
transmitidos e difratados. A imagem gerada é uma projecao bidimensional da amostra,
em campo claro ou escuro, ou ainda de difracdo de elétrons, dependendo do modo de
operacdo do equipamento [179].

A avaliacdo da distribuicdo de tamanho e morfologia dos nucleos das AuNPs
foi realizada utilizando-se microscopia eletronica de transmissdo (MET). Para esta
analise, 10 ul da solucdo de AuNPs foi gotejada sobre uma grade de cobre recoberta de
carbono e seca em um ambiente a vacuo.

O microscopio utilizado para obter as imagens esta disponivel na Central
Analitica do Instituto de Quimica da USP modelo MET JEOL JEM 2100, como mostrado
na figura 6.

As medidas do didmetro médio das AuNPs foram realizadas utilizando-se o
programa ImageJ desenvolvido pelo National Institute of Health (NIH) [180]. Para a
medida do didmetro médio das AuNPs foi realizada a medida de 500 particulas, em 26
capturas de imagem, na magnificagdo de 130.000 vezes.

Figura 6 - Equipamento de avaliacdo da distribui¢cdo de tamanho e morfologia dos ndcleos das

AuNPs. Microscdpio eletrdnico de transmisséo.
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Fonte:  Central  Analitica, Instituto de Quimica - USP  Disponivel em

<https://ca2.iq.usp.br/paginas_view6375.html?idPagina=16>. Acesso em: 10 nov. 2023.

4.4 Ensaio de citotoxicidade

Este ensaio tem como objetivo avaliar a resposta de diferentes linhagens
celulares & exposigéo in vitro as nanoparticulas de ouro PEG (AuNPs PEG). As linhagens
celulares selecionadas incluem as hepéticas tumorais HepG2 e HTC, a hepatica normal
BRL3A, a tumoral de clon HT29-MTX e a de endotélio HUVEC, esta ultima utilizada
como controle. O objetivo ¢ compreender os efeitos das NPsAu PEG nas células,
estabelecendo um pré-requisito crucial para futuros testes in vivo, conforme descrito por
NEL, Andre et al., 2006. O ensaio de citotoxicidade foi seguido de acordo com o
protocolo descrito por De Souza et al. 2022 e Barbezan et al. 2024, com algumas

modificacOes adaptadas para este estudo especifico.

4.4.1 Materiais e Reagentes Utilizados.

e Linhagem celulares: Todas adquiridas através do banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ), HepG2 (Linhagem tumoral de figado humano) HTC (Linhagem
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tumoral de Figado de Rato), BRL3-A (Linhagem de Figado Normal de rato), HT-
29 MTX (Adenocarcinoma Colorretal Humano) e HUVEC (do inglés human
umbilical vein endothelial cells ou células endoteliais de veia umbilical humana);

e Frasco de Cultura: T75 (Cralplast);

e Tubos de Centrifugacéo: Tipo Falcon 15 e 50 mL (Cralplast);

e Placa de Petri: PS 60X15MM (Cralplast);

e Meio de Cultura: RPMI-1640 (Gibco);

e Suplementos para Cultura: Soro fetal bovino (SFB - Gibco) e Penicilina-
Estreptomicina (Sigma-Aldrich);

e Microplacas: Placas de 96 poc¢os Costar®;

e Reagentes para Descolamento Celular: Tripsina-EDTA (Gibco);

e Solucdo de Lavagem: Solucdo salina tamponada com fosfato DPBS 1x
(Dulbecco);

e Solvente para Controles: DMSO - Dimetilsulféxido PA (Dindmica);

e Solucdo Azul de Tripan: 0,4% em PBS (Nova Biotecnologia).

4.4.2 Cultivo celular

O objetivo principal deste procedimento é preparar as linhagens celulares
(HUVEC, HepG2, HTC, BRL3A e HT29-MTX) para os ensaios de citotoxicidade.
Inicialmente, as células foram recuperadas do armazenamento em nitrogénio liquido,
descongeladas em temperatura ambiente e transferidas para garrafas de cultura (T75). O
meio de cultivo utilizado foi 0 RPMI 1460® (Gibco), enriquecido com 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco) e 1% de solucéo antibidtico-antimicético (Sigma-Aldrich).

A manutencéo das células ocorreu trés vezes por semana. Quando as células
atingiram aproximadamente 40% de confluéncia, as garrafas foram lavadas com DPBS
para remover células ndo aderidas e meio residual, e 0 RPMI foi reposto antes de retornar
as garrafas a estufa. Uma vez que a confluéncia chegou a cerca de 80%, as células
passaram por tripsinizagdo, um processo essencial para a passagem das células. Este
processo envolveu a lavagem das células com DPBS, seguida pela adigdo de tripsina e
incubacdo por 5 minutos para descolar as celulas. Apds a observagdo de descolamento

celular, o meio de cultura foi adicionado para neutralizar a tripsina. Uma parte das células
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foi descartada e o restante foi mantido em novo meio de cultura RPMI. As células foram
entdo retornadas a estufa.

Antes de serem semeadas em placas de 96 pocos para 0s ensaios de
citotoxicidade, as células passaram por trés ciclos de tripsinizacdo para garantir sua
estabilidade e adequagdo ao meio de cultura. Este cuidado assegura a validade dos
resultados dos ensaios subsequentes. Adicionalmente, na figura 7, podemos observar a
morfologia das linhagens utilizadas neste estudo, fornecendo uma visualizacéo direta das
caracteristicas celulares pertinentes ao nosso experimento.

Figura 7 - Morfologia das linhagens celulares utilizadas (A) HEPG2; (B) HT29 MTX; (C) HTC;
(D) BRL3A proximas ao estado de confluéncia, obtida pelo microscopio invertido Nikon
EclipseTS 100, acoplado a um mddulo de excitacdo por LED Lumencar ® Mira Light Engine (4-
NII-FA).

Fonte: Autora da dissertacéo.

4.4.3 Avaliacéo da esterilizagdo das AuNPs PEG
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Antes da utilizagdo das nanoparticulas em ensaio in vitro, estas precisam estar
estéreis, pois pode ocorrer contaminagdo e consequentemente morte celular prejudicando
0 resultado do estudo.

Deste modo, ap0s a producao, as AUNPs PEG foram submetidas ao processo
de esterilizagdo utilizando o irradiador multiproposito de Cobalto-60, do CETER. Elas
foram submetidas a uma dose de 25kGy, que é efetiva para esterilizacdo ou inativagdo de
microrganismos indesejaveis.

Para verificar se 0 método de esterilizacdo das AuNPs foi eficiente, antes de
serem adicionadas as células, foram testadas duas concentracfes diferentes de AuNPs,
distribuidos em duas placas de petri descartaveis, adicionando 3 ml de meio de cultura
em cada uma. Em seguida 300 pl (10%) de AuNPs foram adicionados a uma placa, e
150ul (5%) em outra. Ambas mantidas na estufa a 37°C, 5% CO- por 48 horas.

4.4.4 Ensaio de viabilidade celular

4.4.4.1 Ensaio de viabilidade celular ndo radioativo

Apés a terceira passagem, as células nas garrafas foram preparadas para a
tripsinizacdo. Inicialmente, as garrafas foram lavadas com 5 ml de solugdo DPBS para
remover residuos de meio e células ndo aderidas. Em seguida, adicionou-se 3 ml de
tripsina e as garrafas foram colocadas na estufa por aproximadamente 5 minutos. A
verificacdo de que as células haviam se desprendido foi feita visualmente. Para neutralizar
a acao da tripsina, adicionou-se 7 ml de meio de cultura a solugdo, que em seguida foi
transferida para um tubo conico.

A suspensao celular foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, resultando na
formagéo de um pellet celular, como ilustrado na Figura 8. O sobrenadante foi descartado
e 0 pellet foi ressuspendido em 3 ml de meio de cultura. Para a contagem de células,
retirou-se 20 ul dessa suspensdo e misturou-se com 20 pl de solucéo de azul de tripan.
Esta mistura foi homogeneizada e, em seguida, 10 pl da solugdo foram colocados sob
uma laminula de vidro em uma cadmara de Neubauer. A contagem celular foi realizada
sob um microscopio, auxiliada por um contador manual, permitindo a estimativa precisa

da concentracgéo celular.
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As células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos, cada placa
correspondendo a um periodo de incubagdo especifico. Em cada po¢o, foram semeadas
5.0 x 10”3 células, resultando em um volume final de 100 ul. As condi¢6es de incubacédo
mantidas foram 37°C e 5% CO- por 24 horas. Apos este periodo inicial, o0 meio de cultura
foi removido e os pogos foram lavados com 100 pl de Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline (dPBS), seguido da adigdo de um novo meio de cultura.

Para avaliar o efeito das nanoparticulas de ouro (AuNPs PEG) sobre as
células, diferentes concentragdes foram testadas: 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20
(\Valores expressos em pl). Cada concentragdo foi analisada em oito repeti¢des, 0 que
pode ser referido como octuplicata. O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando
uma microplaca de 96 pogos, organizada em 12 fileiras e 8 colunas. A distribuigdo dos
tratamentos e controles na placa foi meticulosamente planejada, conforme ilustrado na

Figura 8.

Figura 8 - (A) Materiais utilizados para o plaqgueamento: DPBS, meio de cultura RPMI, NaCl a
0,9%, 3 placas de 96 pocos para os trés periodos de estudo 6, 24, 48 horas, DMSO, H,0 e
barquinhas estéreis para fazer a distribuicdo de meio e DPBS para lavagem; (B) placa com 96
pogos 12 colunas x 8 fileiras, sendo dividida em controle positivo (CP), controle negativo (CN),
controle de veiculo (CV), controle de células (CC) e os tratados com 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15;
17,5 e 20 ml; (C) pellet de células formado apds a centrifugacao.

)

Fonte: Autora da dissertacao.
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Os controles foram dispostos da seguinte maneira:

e Primeira fileira: Controle Positivo - consistindo em 10% de DMSO para
estabelecer uma referéncia de citotoxicidade maxima.

e Segunda fileira: Controle Negativo - utilizando 5% de NaCl, representando uma
condigdo isotdnica sem efeito citotoxico esperado.

e Terceira fileira: Controle de Veiculo - contendo 20% de Agua (H.0) para avaliar
qualquer efeito do solvente utilizado.

e Quarta fileira: Controle de Células - apenas células e meio de cultura, para
monitorar o crescimento celular normal.

Ap0s o periodo de incubacgdo designado, os meios contendo os tratamentos e
controles foram cuidadosamente aspirados de cada poc¢o. Seguiu-se a lavagem com 100
ul de DPBS, e ap6s uma nova aspiracao, 120 pl da solucdo MTS/PMS foram adicionados
em cada poco. Esta solucdo foi preparada de acordo com as instrucdes do kit CellTiter
96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay. Para permitir a reacdo, a placa
foi incubada por um periodo adicional de 2 a 4 horas.

Ao término do tempo de incubagdo com o reagente colorimétrico MTS/PMS,
as placas foram submetidas a leitura utilizando um leitor de microplacas especifico para
ensaios de ELISA. A absorvéncia foi medida a 490 nm utilizando um leitor de placas
Multiskan EX (Thermo Scientific) como na Figura 9. Este procedimento permitiu a
quantificacdo da viabilidade celular em resposta aos diferentes tratamentos com
nanoparticulas de ouro (AuNPs PEG).

Para a analise estatistica dos dados obtidos, utilizou-se o software Microsoft
Excel, versdo 16.76, para a organizacao e manipulacao preliminar dos dados. Em seguida,
uma andlise mais detalhada foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 9.5.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram submetidos a uma anélise
de varidncia (ANOVA) unidirecional para determinar a significancia estatistica das
diferencas observadas entre os grupos. Em casos em que diferengas significativas foram
identificadas pela ANOVA, o teste de Bonferroni foi aplicado como um procedimento
pos-teste para identificar quais grupos especificos diferiam significativamente entre si.

Este protocolo meticuloso e a andlise estatistica rigorosa garantiram a
confiabilidade e a validade dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade das AUNPs
PEG.
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Figura 9 — Equipamento utilizado para a leitura das microplacas testes de ELISA. Multiskan EX

(Thermo Scientific).

Fonte: Autora da dissertacéo.

4.4.4.2 Ensaio de viabilidade celular radioativo

Em complemento aos ensaios de citotoxicidade ndo radioativos, foram
conduzidos estudos paralelos utilizando nanoparticulas radioativas (AuNPs-198 PEG)
nas mesmas linhagens celulares (HepG2, HTC, BRL3A e HT29 MTX). Durante a fase
de plaqueamento para o ensaio radioativo, adotou-se uma estratégia diferenciada para
minimizar as interferéncias de irradiacdo entre os po¢os. Uma placa separada foi dedicada
exclusivamente para os controles, incluindo: Controle Positivo (DMSOQO), Controle
Negativo (NaCl) e Controle Celular (CC). Esta abordagem visou prevenir que a radiacéo
emitida pelos pocos tratados pudesse afetar o desenvolvimento das células nos pocos de
controle. Optou-se por ndo realizar o teste de controle do veiculo neste ensaio, uma vez
que ja havia sido demonstrada sua eficacia nos testes nao radioativos.

Na microplaca de tratamento, foram testadas trés concentragfes distintas de
198 AuNPs PEG: 2,5, 5 ¢ 7,5 ul. A disposigédo dos pocos tratados foi planejada para ser
espacosa, com o intuito de reduzir qualquer potencial influéncia da radiacdo emitida de
pocos adjacentes.

Com base nos dados obtidos no estudo de citotoxicidade ndo radioativo,
constatou-se que concentragdes de nanoparticulas de ouro (AuNPs) acima de 7,5 pl
induziam efeitos citotdxicos nas células. Diante deste achado, optou-se por limitar as

concentragdes de AuNPs PEG no ensaio radioativo a 2,5, 5 ¢ 7,5 ul. Estas concentragdes
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foram correlacionadas as atividades radioativas de 0.8, 1.6 e 2.4 uCi, respectivamente.
Esta abordagem foi estrategicamente planejada para garantir que eventuais efeitos
deletérios observados nas células pudessem ser claramente atribuidos a radiacéo
proveniente das AuNPs-198 PEG, e ndo a toxicidade intrinseca das nanoparticulas em si.
A selecéo dessas concentragdes permitiu uma avaliagdo precisa do impacto da radiacéo

nas células, sem a interferéncia da citotoxicidade direta das AuNPs.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados seréo estruturados em trés partes principais. A primeira detalha
a sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas com PEG; a segunda parte
foca na caracterizacdo fisico-quimica das AuNPs PEG incluido analise de amostras nao
radioativas (AuNPs-197 PEG) quanto aquelas radioativas (AuNPs-198 PEG); e a terceira
e Ultima parte explora os resultados dos ensaios de viabilidade celular para AUNPs-197 e

AuNPs-198 ambas funcionalizadas com PEG.

5.1 Sintese de nanoparticulas de ouro

O processo para a producdo das nanoparticulas que foi usado neste trabalho,
levou em consideracgdo a sintese com o material radioativo. Deste modo, 0s aparatos para
a sintese foram esquematizados para diminuir o impacto ambiental, 0s riscos
ocupacionais e a toxicidade para o ser humano durante a produ¢do do nanomaterial.

A primeira etapa necessaria para a sintese das AuNPs foi a obtencédo do acido
clorodurico. Apo6s a producdo do acido clorodaurico, este foi avolumado para uma
concentracdo de 0,05 mM, seguiu-se para a reagdo de reducdo do ouro e obtencédo das
NPs. No baldo, foram colocados a solucdo de ouro, a agua e o PEG e foi mantido sob
agitacdo por 5 minutos. Neste momento a coloracdo é levemente amarelada, depois disso
o citrato foi adicionado a reacdo. Ap6s a adi¢do do redutor, percebe-se que a solucao
passa instantaneamente para uma coloragédo transparente, vinho escuro, parando em uma
coloragéo vermelha.

Também foi observado que o grupo tiol (SH) presente no recobrimento
utilizado neste trabalho possui alta afinidade com o ouro, formando uma ligacdo

covalente, o que em geral resulta em solugdes coloidais mais estaveis [36,37].

5.2 Aferigdo da atividade e Espectrometria gama do Au-198
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As reacg0es para a obtencdo das AuNPs-198 apresentaram atividade de 671
MCi = 5 pCi, (para um volume final de cada reagdo de 4,25 mL), o valor da atividade
esperado para as reacdes, baseada na atividade do ouro dissolvido seria de 791 uCi, a
diferenca entre o valor tedrico e o valor experimental foi de 1,74%. Este resultado
demostra, juntamente com as medidas do didmetro hidrodindmico, que a sintese realizada
apresentou boa reprodutibilidade.

Apds a ativacdo do Au-197 em Au-198, confirmou-se a pureza do
radionuclideo com a espectrometria gama realizada com um detector HPGe, antes da
realizacdo das sinteses das AuNPs. A atividade do Au-198 no momento inicial desta
medida estava relativamente alta (128 mCi), ndo permitindo a leitura adequada devido ao
alto tempo morto. O alto tempo morto pode afetar a eficiéncia na separagéo de contagem
no sistema de detec¢do, ocasionando uma sobrecarga na leitura e aumentando a
probabilidade de que um evento verdadeiro seja perdido [64]. Entdo, em um primeiro
momento esperou-se que a atividade diminuisse e que assim o fio, a solucdo de acido
clorodurico e a solucdo de nanoparticulas pudesse ser lida. Posteriormente, apds a
passagem de 6 meia-vidas (16 dias), realizou-se a espectrometria gama com um
fragmento do Au-198 metalico (UCi) para a obtencéo de seu espectro.

Apos a realizacdo das sinteses para a obtengdo das 198-AuNPs, realizou-se
espectrometria gama. A atividade média das AuNPs (671 uCi = 5 uCi) possibilitou a
leitura da amostra posicionada junto ao detector. O tempo vivo de leitura para cada
amostra, foi de 7200 segundos. Os espectros obtidos do ouro metélico e das AuNPs-198

estdo apresentados respectivamente na figura 10 e 11.

Figura 10 - Espectro de radiagdo gama obtidos do Au-198 metélico.
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Como pode ser observado, tanto no espectro do ouro metalico, como nos

espectros da AuNPs é possivel verificar a presenga dos picos caracteristicos do Au-198,
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confirmando-se assim, que tanto o ouro metélico foi ativado, bem como as AuNPs obtidas

permaneceram com 0s picos caracteristicos do Au-198.

5.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

As sinteses das nanoparticulas ndo radioativas e radioativas ocorrem de forma
analoga. Desse modo, apenas a analise feita por DLS em relacdo ao tamanho e a
estabilidade das nanoparticulas foi realizada, pois para as demais analises ndo foi
permitido o uso do equipamento com amostras radioativas, por seguranca do proprio

equipamento.

5.3.1 Definicdo da concentracdo do agente de nucleacao

Para selecionar o melhor tamanho e estabilidade das nanoparticulas foi feita
uma variacdo no volume adicionado de citrato de sédio como agente de reducdo. A
suspensdo monodispersa com particulas menores e com particulas maiores foram obtidas
pelo mesmo procedimento, sendo a Unica alteracdo na quantidade de citrato adicionada
conforme na tabela 2. Foi possivel observar também a variacdo na coloracao das solucdes

de AuNPs seguindo na figura 12.

Tabela 2 — Alteracdo do diametro hidrodindmico relacionado a quantidade de citrato.

Quantidade de Sol. de Didmetro . N
~ . ] oA Desvio Padrao (nm)
Solucéo Citrato (ml) hidrodinimico (nm)
A 1,20 22,90 0,60
B 1,00 35,93 0,58
C 0,80 67,96 1,11
D 0,60 99,01 2,61
E 0,40 136,38 4,39

Fonte: Autora da dissertacao.
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As menores particulas obtidas desta forma tinham um didmetro de 22,90 nm. O
didmetro médio nas suspensdes mais grossas foi de 136,38 nm, obtida com 0,40 ml. da
solucdo de citrato. A estes niveis baixos de citrato os resultados sdo menos reprodutiveis
e a ebulicdo tem de continuar durante pelo menos 30 min para completar a reacéo, além
disso apos a produgdo as particulas tendem a se aglomerarem. A concentragéo de citrato
no procedimento padrdo é tal que a formacdo global das particulas prossegue tdo

rapidamente quanto possivel.
Figura 12 — Variacdo da coloracdo da solucdo de AuNPs seguindo a Tabela (A) 22,90 nm com
1,2ml de Sol. de Cit. apresenta uma coloracdo avermelhada, (B) 35,93 nm com 1 ml de Sol. de

Cit., (C) 67,96 nm, (D) 99,01 nm, (E) 136,38 nnm, sendo a de coloragido amarelada uma solucéo
de HAUCl,.
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Fonte: Autora da dissertacao.

Para selecionar a quantidade de citrato e consequentemente o tamanho
reprodutivel, além da pesquisa na literatura, foram realizadas medidas por DLS e
espectrometria UV-visivel onde o mais adequado volume de solucéo de citrato encontra-

se na sessdo seguinte.

5.3.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta

Os resultados dessas analises forneceram o perfil de distribuicdo de tamanho
das nanoparticulas, a estabilidade e a carga de superficie quando submetidas a testes no

decorrer de 0,5 hora, 24 horas e 10 dias ap0s sua producéo.
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Cada momento de medida foi feito em triplicata. A tabela 3 demonstra os
valores médios dos didmetros hidrodinamico das AuNPS e seus respetivos desvios padréo.

A figura 13 mostra o perfil de monodisperso de distribui¢do das NPs ao longo do tempo.

Tabela 3 - Comparacdo do diametro de AuNPs-198 PEG e AuNPs-197 PEG ao longo do tempo.

Tempo apésa | . DiémeAtro_ I'r_1d_ice de~ Desvi~o Desvio
~ hidrodindmico Polidisperséao Padréo Padréo
preparacao (nm) (%) (nm) (%)

Au-197 0,5 hora 22,9037 22,7435 0,6070 0,6592
(ndo 24 horas 21,6533 16,8134 0,9705 3,8324
radioativa) 10 dias 23,3136 21,1793 0,9517 4,2489
AU-198 0,5 hora 21,6326 18,6310 0,3327 3,7579
(radioativa) 24 hpras 21,8454 19,0791 0,2749 1,5697
10 dias 24,3283 24,3783 0,4796 0,2352

Fonte: autora da dissertacéo.

Quando comparados os valores do didametro e seus respectivos indices de
polidispersdo das nanoparticulas ndo radioativas (Au-197) e radioativas (Au-198), estes
ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05). Além disso, como pode ser
observado na figura 13 e na tabela 3, as AuUNPs-197 e AuNPs-198 houve um aumento da
polidispersdo e diminuicdo do diametro total nas 198-AuNPs apds 10 dias da reacdo nao
foram significativos (p>0,05) quando comparados aos valores de 0,5 hora e 24 horas.
Indicando que o procedimento feito a frio, ndo radioativo, foi reprodutivel quando feito a

guente, ou seja, de forma radioativa.

Figura 13 — Perfil de distribuicdo das AuNPs-197 (ndo radioativas) e AUNPs-198 (radioativas)

ambas testadas em trés periodos de 0,5 h, 24 h e 10 dias ap6s serem produzidas.
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O potencial Zeta médio das AuNPs-197 foi de -0,1269 mV com desvio padréao de
0,0634 mV, este resultado pode ser explicado pelo fato de que o recobrimento com PEG
que é eletricamente neutro e acaba por atenuar as cargas negativas do redutor citrato de
sodio, uma vez que a medida € realizada na superficie das NPs [38-43]. A literatura ainda
indica que a alteracdo no potencial Zeta pode indicar forte interacdo do PEG com as
AUNPs, este resultado é corroborado com a manuten¢do do tamanho hidrodindmico das

AuUNPs ao longo do tempo como foi evidenciado através da figura 14 [38].

Figura 14 - Fungdo de distribuicdo de potencial zeta em triplicata para AuNPs-197 PEG.
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5.3.3 Espectroscopia de absor¢do no ultravioleta e visivel (UV-Vis)

Na figura 15 € apresentado os espectros UV-Visivel obtidos para as AuNPs
ndo radioativas. Os resultados mostraram que as AuNPs-197 apresentaram um pico de
absorbéancia médio de 530 nm. Sendo B1= 3,55, B>= 3,11, Aspr= 1,5 e A450= 0,94 o
tamanho calculado do nucleo das nanoparticulas foi de 12,61 nm. Houve uma pequena
variacdo no pico de absorbancia em 10 dias, porém ndo apresenta diferenca significativa
entre si (p>0,05), confirmando uma boa estabilidade da nanoparticula produzida. A
espetroscopia UV-Visivel e bem como as medidas de potencial zeta foram realizadas
somente nas AuNPs- 197 para evitar contaminagéo dos instrumentos e laboratdrios com

0 material ativado.
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Figura 15 - Espectros UV-Visivel das AuNPs-197 ao longo do tempo.
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Fonte: Autora da dissertacao.

5.3.4 Analises microscopicas (MET)

Para avaliar a forma e tamanho das nanoparticulas de ouro produzidas pela
sintese desenvolvida neste trabalho, foi feita a analise por MET das AuNPs-197 com PEG

5000. Na figura 16 sdo apresentadas as micrografias obtidas em diferentes magnificaces.



63

Figura 16 - Micrografias obtidas por TEM nas AuNPs-197 funcionalizadas com PEG 5000 em

diferentes magnificagoes.

3,

Fonte: Autora da dissertagéo.

As micrografias apresentadas na figura 16, revelaram que as nanoparticulas
possuem formato esférico, e ndo apresentam grandes pontos de aglomeraces de
particulas, o que indica boa dispersdo na suspensdo de AuNPs-197. Foram observados
poucos pontos acumulados de matéria organica, 0 que pode indicar que ndo houve
excesso de recobrimento nas AuNPs-197 com PEG.

A analise da distribuicdo de tamanho das AuNPs-197 pelas micrografias
(figura 16) revelou que o didmetro médio das NPs foi de 12,12 nm. Na figura 17 ainda é

possivel observar que a maior frequéncia do diametro das AuNPs-197 esta entre 11 e 12
nm. Onde D, corresponde ao tamanho médio das particulas e Op é o desvio padrdo. A

funcdo de ajuste lognormal é dada por:
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5.4 Ensaio de viabilidade celular.

5.4.1 Avaliacgéo da esterilidade das AuNPs-197

As nanoparticulas (AuNPs PEG) foram submetidas a um processo de
esterilizacdo, sendo incubadas em diferentes concentracdes (5% e 10%) por um periodo
de 48 horas. Este procedimento foi crucial para assegurar a eficacia do método de
esterilizacdo, garantindo que os efeitos observados no ensaio de viabilidade celular
fossem atribuidos exclusivamente ao tratamento com as NPsAu PEG, e ndo a uma
potencial contaminagdo microbiana.

Conforme ilustrado na figura 18, o método de esterilizacdo demonstrou-se

eficaz. Observou-se que o meio de cultura permaneceu transldcido ao longo do periodo
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de incubacdo, indicando auséncia de turbidez tipica de contaminacdo bacteriana. Além
disso, analises microscopicas subsequentes confirmaram a auséncia de proliferacdo de
microrganismos, corroborando a eficacia da esterilizacéo.

Com base nesses resultados, foi possivel prosseguir com o ensaio de
citotoxicidade, assegurando a integridade e a confiabilidade dos dados coletados. Este
passo foi fundamental para garantir que os resultados do teste de viabilidade celular
refletissem de maneira precisa a resposta celular as AuNPs PEG, sem interferéncias
externas decorrentes de contaminacéo.

Fonte: Autora da dissertagao.

5.4.2 Viabilidade celular com AuNPs-197

Como dito na metodologia, apés a aplicacdo da solucdo MTS/PMS que foi
adicionada 120 pl em cada pogo. Apds este procedimento a placa retornou para a
incubadora e esperou-se de 2 a 4 horas para que a solugdo pudesse corar as células vivas.
O resultado obtido depois deste periodo de espera, pode ser observado na figura 19.

Figura 19 — Avaliagdo dos efeitos ap6s incubagdo: a primeira imagem a esquerda ilustra o
resultado ap6s 6h de tratamento com as AuNPs PEG, destacando-se a coloragdo amarelada no
controle positivo, indicativo de maior mortalidade celular. A imagem central representa a
condicdo apos 24h do tratamento, onde se observa-se a intensificacdo da coloragdo amarelada
tanto no controle positivo quanto nas maiores concentracdes de nanoparticulas (17,5 e 20 ul). A
imagem a direita, corresponde a 48h ap6s o tratamento nos padrdes similares aos de 24h, com a
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adicdo de que as concentracGes de 2,5 a 15 pl apresentam um tonalidade marrom mais

pronunciada.

Fonte: Autora do seminario.

Os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade das AuNPs PEG na
linhagem de endotélio HUVEC, HTC, HT29 MTX, HepG2 e BRL3A apresentou
diferencas significativas entre as células tratadas com diferentes concentracfes de 2.5 a
20 pl de NPs quando comparadas ao controle, em praticamente todas as concentracdes.
Os estudos estatisticos mostraram citotoxicidades como mostrado nas Figuras 20 a 24.

Figura 20: Avaliagdo da citotoxidade em células HUVEC submetidas ao teste com AuNPs-197.
Os trés graficos mostram as respostas celulares ao longo de trés periodos distintos (6h, 24h, e

48h) evidenciando as variagdes da viabilidade celular.
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A Figura 20 apresenta um gréfico tripartido que ilustra a viabilidade de
células HUVEC ap0s exposi¢do a concentragdes incrementais de NPsAu-197 (2,5, 5, 7,5,
10, 12,5, 15, 17,5 e 20 pL). O Gréfico detalha a viabilidade celular em 6 horas pds-
tratamento, mostrando que ndo houve alteracdo significativas nas diferentes
concentragfes em relagdo a morte celular quando comparada com o controle de células
(CC). O de 24 horas, onde a viabilidade celular comegou em torno de 100% com 2,5 pl e
apresentou reducao significativa, a partir de 7,5 ul a 20 pl. O Grafico de 48 horas, com
uma viabilidade inicial de 100% a 2,5 pl, seguido por uma diminuicéo a partir de 5 pul em
diante. Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC)
séo indicadas como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um

tempo e concentracéo efeito citotoxico dependente de AuUNP-197 em células HUVEC.

Figura 21 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com PEG em

periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linhagem celular HTC.
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Fonte: Autora da dissertacéo.

A Figura 21 apresenta um grafico tripartido que ilustra a viabilidade de
células HTC apds exposicdo a concentragdes incrementais de NPsAu-197 (2,5, 5, 7,5, 10,
12,5, 15, 17,5 e 20 pl). O Grafico detalha a viabilidade celular em 6 horas pos-tratamento,

mostrando que ndo houve alteracdo nas diferentes concentracdes em relacdo a morte
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celular quando comparada com o controle de células (CC). O de 24 horas, onde a
viabilidade celular comegou em torno de 100% com 2,5 pl e apresentou reducédo
significativa, a partir de 15 pl a 20 pl. O Grafico de 48 horas, com uma viabilidade inicial
de 95% a 2,5 pl, seguido por uma diminuicdo a partir de 12,5 ul em diante. Diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC) séo indicadas
como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e

concentracdo efeito citotoxico dependente de AuNP-197 em células HTC.

Figura 22 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com PEG em
periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linhagem celular HT29 MTX.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 22 apresenta um grafico tripartido que ilustra a viabilidade de
células HT29 MTX apds exposicdo a concentracfes incrementais de NPsAu-197 (2,5, 5,
7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 e 20 ul). O Grafico detalha a viabilidade celular em 6 horas pos-
tratamento, mostrando que ndo houve alteracéo nas diferentes concentracGes em relacéo
a morte celular quando comparada com o controle de células (CC). O de 24 horas, onde
a viabilidade celular comegou em torno de 100% com 2,5 pl e apresentou redugéo

significativa, a partir de 12,5 pl a 20 pl. O Grafico de 48 horas, com uma viabilidade
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inicial em torno de 100% a 2,5 pl, seguido por uma diminuigéo a partir de 12,5 pl em
diante. Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC)
sdo indicadas como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um

tempo e concentracdo efeito citotoxico dependente de AUNP-197 em células HT29 MTX.

Figura 23 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com PEG em

periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linhagem celular HepG2.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 23 apresenta um grafico tripartido que ilustra a viabilidade de
células HepG2 apds exposicao a concentracBes incrementais de NPsAu-197 (2,5, 5, 7,5,
10, 12,5, 15, 17,5 e 20 pl). O Grafico detalha a viabilidade celular em 6 horas pés-
tratamento, mostrando que ndo houve alteragdo nas diferentes concentracdes em relacao
a morte celular quando comparada com o controle de células (CC). O de 24 horas, onde

a viabilidade celular comegou em torno de 100% com 2,5 pl e apresentou reducgéo
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significativa, a partir de 12,5 pul a 20 pl. O Gréfico de 48 horas, com uma viabilidade
inicial de 100% a 2,5 pl, seguido por uma diminuicdo a partir de 12,5 pl em diante.
Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle ndo tratado (CC) séo
indicadas como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um

tempo e concentracéo efeito citotoxico dependente de AuUNP-197 em células HepG2.

Figura 24 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com PEG em

periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linha celular BRL3A.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 24 apresenta um grafico tripartido que ilustra a viabilidade de
células BRL3A ap0s exposicdo a concentragdes incrementais de Au-197 (2,5, 5, 7,5, 10,
12,5, 15, 17,5 e 20 pl). O Gréfico detalha a viabilidade celular em 6 horas pds-tratamento,
mostrando que houve alteracdo nas diferentes concentragdes em relacdo a morte celular
guando comparada com o controle de células (CC) iniciando em 7,5 ul a 20 pl,
evidenciando a morte celular nas primeiras 6 h. O de 24 horas, onde a viabilidade celular
comecou em torno de 78% com 2,5 ul e apresentou reducéo significativa, a partir dessa
concentracdo a 20 pl. O Gréafico de 48 horas, com uma viabilidade inicial de 76% a 2,5
ul, seguido por uma diminuicdo até 20 ul. Diferencas estatisticamente significativas em
relagdo ao controle ndo tratado (CC) sdo indicadas como: *P< 0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e concentracdo efeito citotoxico
dependente de AuNP-197 em células BRL3A.
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5.4.3 Viabilidade celular com AuNPs-198

Considerando os resultados obtidos nos testes de citotoxidade com AuNPs-
197, constatou-se que concentragdes de nanoparticulas de ouro acima de 7,5 ul induziam
efeitos citotdxicos na maioria das células testadas. Por esse motivo optou-se por limitar
as concentragdes de AuNPs PEG no ensaio radioativo a 2,5, 5 ¢ 7,5 pl.

A Figura 25 mostra as placas ap0s 2 a 4 horas que a solucdo de MTS/PMS foi

aplicada.

Figura 25 — Controles (C+, C- e CC) utilizados nas linhagens BRL3A, HepG2, HT29 MTX e
HTC apds 6, 24 e 48 horas de tratamento. As imagens inferiores exibem o grupo tratado com
AuNPs-198 na linhagem de célula HTC. A primeira a esquerda (6h de incubagdo) mostra
coloragdo tendendo ao marrom, sugerindo minima morte celular. A imagem central (24h de
incubacdo) revela um tom mais amarelado, indicando possivel morte celular. A Ultima imagem a
direita (48h de incubacdo) contrasta o controle com o tratado, evidenciando similaridade na viabilidade
celular. Sugere uma auséncia de morte celular significativa, alinhando-se estritamente com o0s

resultados do controle.

Fonte: Autora da dissertacéo.

Para os testes com nanoparticulas radioativas, foram testadas concentracfes de
AUNPs-198 que apenas apresentaram resultados quando submetidas a AUNPs-197 como
visto nas Figuras de 26 a 30.
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Figura 26 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro radioativas funcionalizadas com
PEG em periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linha celular HT29 MTX.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 26 apresenta grafico tripartido que ilustra a viabilidade de células
HT29 MTX ap0s exposicdo a concentracdes incrementais de Au-198 (2,5, 5 e 7,5ul) que
corresponde as atividades de 0,8, 1,6 e 2.4 uCi. O Grafico detalha a viabilidade celular
em 6 horas poOs-tratamento, mostrando que ndo houve alteracdo nas diferentes
concentracfes em relacdo a morte celular quando comparada com o controle de células
(CC). O de 24 horas, onde a viabilidade celular comecou em torno de 41% com 0,8 puCi
e apresentou reducdo significativa a partir dessa concentracdo a 1,6 uCi. O Gréfico de 48
horas, com uma viabilidade inicial de 108% a 0,8 uCi, seguido por uma manutencdo desse
valor até 2,4 uCi. Indicando um crescimento de células entre 24 e 48 horas. Diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC) séo indicadas
como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e

concentracdo efeito citotoxico dependente de AuNP-198 em células HT29 MTX.

Figura 27 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro radioativas funcionalizadas com

PEG em periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linha celular HepG2.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 27 apresenta grafico tripartido que ilustra a viabilidade de células
HepG2 apds exposicdo a concentragdes incrementais de Au-198 (2,5, 5 e 7,5ul) que
corresponde as atividades de 0,8, 1,6 e 2.4 pCi. O Grafico detalha a viabilidade celular
em 6 horas pos-tratamento, mostrando que houve alteracdo nas diferentes atividades em
relacdo a morte celular quando comparada com o controle de células (CC) diminuido de
100% no CC a 45% em 0,8 uCi mantendo-se assim nas demais atividades. O de 24 horas,
onde a viabilidade celular comegou em torno de 77% com 0,8 uCi e apresentou um
aumento nado significativo a partir dessa atividade. O Gréafico de 48 horas, com uma
viabilidade inicial de 120% a 0,8 uCi, seguido por um aumento ndo significativo desse
valor até 2,4 uCi. Indicando um crescimento de células entre 24 e 48 horas. Diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC) s&o indicadas
como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e

concentracéo efeito citotoxico dependente de AuNP-198 em celulas HepG2.



74

Figura 28 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro radioativo funcionalizadas com

PEG em periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linha celular BRL3A.
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Fonte: Autora da dissertacao.

A Figura 28 apresenta grafico tripartido que ilustra a viabilidade de células
BRL3A ap06s exposicdo a concentracdes incrementais de Au-198 (2,5, 5 e 7,5ul) que
corresponde as atividades de 0,8, 1,6 e 2.4 uCi. O Grafico detalha a viabilidade celular
em 6 horas pos-tratamento, mostrando que houve alteracdo nas diferentes atividades em
relacdo a morte celular quando comparada com o controle de células (CC) diminuido de
100% no CC para 75% em 0,8 pCi, 25% em 1,6 uCi e 64% em 2,4 uCi. O de 24 horas,
onde a viabilidade celular comecou em torno de 88% com 0,8 uCi continuou diminuindo
nas demais atividades. O Gréfico de 48 horas, com uma viabilidade inicial de 100% a 0,8
MCi, seguido por uma diminuicdo desse valor até 64% em 2,4 pCi. Diferengas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC) séo indicadas
como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e

concentragéo efeito citotoxico dependente de AuNP-198 em celulas BRL3A.

Figura 29 - Ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas de ouro radioativo funcionalizadas com

PEG em periodos de tratamento de 6, 24 e 48 horas na linha celular HTC.
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A Figura 29 apresenta grafico tripartido que ilustra a viabilidade de células
BRL3A ap0s exposicdo a concentracdes incrementais de Au-198 (2,5, 5 e 7,5ul) que
corresponde as atividades de 0,8, 1,6 e 2.4 uCi. O Grafico detalha a viabilidade celular
em 6 horas pos-tratamento, mostrando que houve alteracéo nas diferentes atividades em
relacdo a morte celular quando comparada com o controle de células (CC) aumentando
de 100% no CC para 170% em 0,8 uCi, e mantendo esse valor até 2,4 uCi. O de 24 horas,
onde a viabilidade celular comegou em torno de 33% com 0,8 uCi mantendo esse valor
nas demais atividades. O Gréfico de 48 horas, com uma viabilidade inicial de 100% a 0,8
MCi, seguido por uma manutencao desse valor sem diferencas significativas. Diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle ndo tratado (CC) séo indicadas
como: *P< 0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****P< 0,0001, elucidando um tempo e

concentracdo efeito citotoxico dependente de AuNP-198 em células HTC.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvida uma sintese especifica para a producdo de
nanoparticulas de ouro, prevendo a necessidade do trabalho com o material radioativo, e
desta forma tentando mitigar o risco de contaminacdo dos operadores e da area de
trabalho.

Foi realizada a avaliagdo do agente de nucleagdo e o tamanho das
nanoparticulas e 0 método de recobrimento, a fim de mimetizar uma fonte que pudesse
ser aplicada em um uso final. Para tanto neste trabalho optou-se por utilizar o PEG com
funcionalizacdo de tiol (-SH) e amina (- NH2), o que permitird em trabalhos futuros a
adicdo de agentes de interesse, como biomarcadores ou farmacos.

O MET revelou ainda que as AuNPs-197 produzidas para este trabalho
possuem formato esférico, e sugerem boa dispersao na suspensao de AuNPS, sem excesso
de agente de recobrimento. A caracterizacdo das AuNPs, radioativas e ndo radioativas,
por DLS revelou que as nanoparticulas obtidas possuem um tamanho hidrodindmico
médio de 23 nm, e este tamanho se manteve ao longo do tempo para ambos os tipos de
NPs. Além de apresentar um tamanho hidrodindmico desejavel, a estabilidade
apresentada das AuNPs, sdo fatores favoraveis a aplicacdes biomédicas. Os resultados da
distribuicdo de tamanho dos nucleos das AuNPs-197 obtido pelas imagens de
microscopia de transmissdo indicaram mais de 80 % das AuNPs-197 possuiam nucleos
com didmetros de 12,12 nm.

O perfil toxicologico das AuNPs-197 PEG se destacou a partir de 24 horas,
sem sensibilidade observada em 6 horas, e com efeitos notaveis em concentracdes acima
de 10%. E para as AuNPs-198 PEG mostrou-se mais eficiente durante as 24 horas,

passado esse tempo as células voltaram a se proliferar.
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