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RESUMO

Nanobastbes de ouro (AuUNBSs) séo geralmente sintetizados usando o surfactante de
brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), por funcionar como agente direcionador
de estrutura para o crescimento dos cristais de ouro. No entanto, o CTAB forma uma
bicamada catidnica fortemente ligada a superficie de AUNBs com o grupo catiénico
de trimetilamonio exposto ao meio aquoso. Embora isso aumente a estabilidade dos
AuNBs em meio aquoso, torna este complexo altamente citotoxico em experimentos
in vitro e in vivo. Neste trabalho, foram investigadas a citotoxicidade, a estabilidade
coloidal e as propriedades Opticas de AuNBs antes e depois de serem
funcionalizados com moléculas de copolimero em bloco de poli(6xido de etileno)-
poli(6xido de propileno), de nome comercial PF127® (PF127) com uma terminagao
de grupo tiol. Para isso, foi realizada a funcionalizacdo quimica do PF127 com acido
mercaptopropionico, formando o PF127-SH, que foi entdo utlizado como
estabilizador para os AuNBs, por meio da substituicdo de moléculas de CTAB. O
PF127 ndo modificado foi também testado para revestir os AuNBs e utilizado como
controle. A morfologia e estabilidade dos AuNBs funcionalizados foram
caracterizadas por espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta,
microscopia eletrbnica de transmissao, potencial zeta e espalhamento dinamico de
luz. Os resultados obtidos indicaram que o revestimento de AuUNBs com moléculas
de PF127-SH garantiram a estabilidade e a biocompatibilidade da nanoformulacao
por algumas semanas. Além disso, foi mostrado que os AuNBs revestidos com
PF127-SH melhoram consideravelmente a viabilidade celular quando comparados
com os AuNBs revestidos com PF127 apenas, mesmo ap0s 72 horas de tratamento.
Estes resultados oferecem uma solucéo relevante para o desenvolvimento futuro de
nanoplataformas multifuncionais para aplica¢des clinicas, como administracdo de
drogas, hipertermia, terapia fotodinamica e diagnostico por imagem de células e
tecidos.

Palavras-chave: CTAB. Citotoxicidade. Nanobastdes de ouro. Nanotecnologia.
PF127.



ABSTRACT

Gold nanorods (AuNRs) are usually synthesized using cetylmethylammonium
bromide (CTAB) surfactant, which function as structure-directing agent for the growth
of the gold crystals. However, CTAB forms a tightly bound cationic bilayer on AUNRs
surface with the cationic trimethylammonium group exposed to the aqueous media.
Although it enhances the stability of AuNRs in aqueous medium, it makes this
complex highly toxic in vitro and in vivo experiments. In this work, we investigated the
cytotoxicity, colloidal stability and optical properties of AUNRs before and after being
functionalized with PF127 (PF127) molecules terminated with a thiol group. For that,
the chemical functionalization of PF127 was performed with mercaptopropionic acid,
forming PF127-SH, which was further used as stabilizer for AUNRs by replacing
CTAB molecules. Unmodified PF127 was also tested to coat AuNRs and, used as a
control. The morphology and stability of functionalized AUNRs were characterized by
visible absorption spectroscopy, transmission electron microscopy, zeta potential and
dynamic light scattering. The obtained results indicate that coating AuNRs with
PF127-SH molecules guarantees the stability and biocompatibility of the
nanoformulation for some weeks. Furthermore, PF127-SH coated AuNRs were
shown to greatly improve cell viability when compared to PF127 coated AUNRs, even
after 72 h treatment. Therse results offer a relevant solution for the future
development of multifunctional nanoplataforms in clinical applications such as drug
delivery, hyperthermia, photodynamic therapy and diagnostic imaging of cells and

tissues.

Keywords: CTAB. Cytotoxicity. Gold nanorods. Nanotechnology. PF127.
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1 INTRODUCAO

Os nanobastdes de ouro (AuNBs) tem mostrado grande potencial para a
ciéncia e tecnologia, escpecilamente na area da biomedicina (DICKERSON et al.,
2008a; JIAN et al., 2003; VONNEMANN et al., 2014; ZIJLSTRA; CHON; GU, 2009)
devido a suas propriedades plasmonicas Unicas, originadas do formato de bastdo
destas nanoestruturas (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009). A interagéo da luz
com nanoparticulas de ouro (AuNPs) atrai muito interesse no campo da medicina,
principalmente para tratamento de cancer, e tem sido proposto como uma
promissora ferramenta para aplicacdes biomédicas, como por exemplo, diagnostico
por imagem (LIPPOK et al., 2017), tratamento por hipertermia (BARONZIO; HAGER,
2006), terapia génica (ZHANG et al., 2016), terapia fotodinamica (ZHANG et al.,
2013) e também no transporte e liberacdo de farmacos (MUDDINETI; GHOSH,;
BISWAS, 2015). Os AuNBs podem ser sintetizados com diferentes razdes de
aspecto (RA) fornecendo a capacidade de absorver a luz preferencialmente na
regido do infra vermelho proximo (NIR). Esta regido € considerada uma das
melhores regides do espectro eletromagnético para as aplicacbes de terapias e
diagnoéstico (MUDDINETI; GHOSH; BISWAS, 2015). A radiacdo no NIR combinada a
presenca dos AuNBs tem um potencial exclusivo para aplicacdo in vivo, pois
combina a capacidade de levar a efeitos minimos de dano em tecidos saudéaveis e
de penetracdo tecidual mais profunda (HELMCHEN; DENK, 2005; WEISSLEDER,
2001).

Os AuNBs sao considerados interessantes principalmente por suas
propriedades Opticas, fortemente dependentes tanto de seu tamanho quanto do
formato das particulas (ALKILANY et al., 2012). Devido a ressonancia plasménica de
superficie do ouro e a sua forte interacdo com a luz visivel em nanoescala, os
espectros de AuNBs sao caracterizados por apresentarem duas bandas de
ressonancia especificas (EUSTIS; EL-SAYED, 2006). A primeira banda de menor
energia, chamada de ressonancia plasménica longitudinal (LPR), surge do plasmon
excitado ao longo do veixo do bastdo. A LPR produz uma banda intensa e pode ser
ajustada nas regides do visivel e do NIR (650 - 950 nm), de acordo com suas
respectivas razoes de aspecto (ALKILANY et al., 2012; EUSTIS; EL-SAYED, 2006).
Uma segunda banda de ressonancia, correspondente a ressonancia plasmonica
transversal (TPR), ocorre devido ao plasmon excitado ao longo do eixo mais curto
do AuNBs e é encontrada em torno de 520 nm (EUSTIS; EL-SAYED, 2006).
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Diversas abordagens, incluindo o método de crescimento mediado por
sementes (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003), sintese eletroquimica (PEREZ-JUSTE
et al., 2004), sintese usando modelos de aluminio poroso (HUANG; NERETINA; EL-
SAYED, 2009), métodos fotoquimicos (FRANKLIN KIM; JAE HEE SONG; YANG,
2002) e métodos de fabricacdo por litografia (PEREZ-JUSTE et al., 2005) tém sido
utilizados para sintetizar os AuNBs. No entanto, a sintese mediada por sementes
tem sido a mais utilizada para a preparacdo de AuNBs, representando um método
de fabricacdo simples que permite o controle de varias razbes de aspecto,
juntamente com um rendimento relativamente alto (MURPHY et al., 2011). Este
método de sintese fornece aos AUNBs um revestimento com uma camada dupla de
brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB), um surfactante catidbnico que carrega
positivamente a superficie de AuNBs, impedindo que as particulas se agreguem em
meios aquosos, gracas a repulsdo eletrostatica entre os bastdes individuais. O
componente ouro dos AuNBs é geralmente considerado ndo-téxico, no entanto, 0s
AuNBs revestidos com CTAB apresentam citotoxicidade consideravelmente alta na
maioria das células e instabilidade no soro, o que ndo € adequado para aplicacdo
clinica direta nos seres vivos (ALKILANY et al., 2009; CHEN et al., 2013b). Um
requisito crucial para a aplicacdo clinica dos AuNBs é que sua biocompatibilidade
seja assegurada, e portanto € necessario realizar a remocao, a substituicdo ou a
modificacdo do revestimento CTAB.

Recentemente foram propostas diversas abordagens na tentativa de reduzir a
citotoxicidade associada ao CTAB. Uma das estratégias consiste no revestimento
dos AuNBs, recobertos previamente com CTAB, por camadas de polimeros, tais
como o poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDADMAC) (QIU et al., 2010), poli(acido
4-estirenossulfénico) (PSS) (RAYAVARAPU et al., 2010), poli(acido acrilico) (PAA)
(ALKILANY et al., 2009), copolimero em bloco de poli(éxido de etileno)-poli(éxido de
propileno) (PF127), (GOH et al., 2012) ou poli(alilamina hidroclorada) (ALKILANY et
al., 2009), que impedem a interagcdo direta entre as células e o CTAB. Isso esta
entdo associado a uma reducdo da morte celular quando aplicado a linhagens
celulares especificas. Outra abordagem €é a troca de CTAB por polimeros
funcionalizados com grupos tiol, como por exemplo, o poli(etileno glicol) terminado
com grupo tiol (PEG-SH) (BURROWS et al., 2016b; VON MALTZAHN et al., 2009).
Esta estratégia € uma das formas mais comuns de substituir as moléculas do

revestimento original, uma vez que a ligacdo ouro-enxofre € conhecida por ser a
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mais forte ligacdo dentre outros grupos funcionais, o que facilita a substituicdo de
CTAB nos AuNBs (QIN et al., 2016).

Neste trabalho, a estratégia de troca do CTAB por polimeros funcionalizados
com tiol foi utilizada para reduzir a citotoxicidade de AuNBs revestidos com CTAB,
com o objetivo de melhorar a biocompatibilidade dos AuNBs. O PF127 (PF127,
nome genérico: poloxamer 407, nome quimico: Poli(etileno glicol)-b-poli(propileno
glicol)-b-poli(etileno glicol) (EO100-POes-EO100)) € um copolimero tribloco anfifilico
que tem sido amplamente utilizado para aplicacbes biomédicas. Apresenta alta
biosseguranga, comportamento termoreversivel, tem seu uso em sistemas bioldgicos
aprovado pelo FDA (DINIZ et al., 2015) e é considerado de grande utilidade no
transporte de substancias hidrofébicas (GUO et al., 2016). Neste trabalho, os grupos
terminais das moléculas de PF127 foram primeiramente funcionalizados com grupos
tiol, através de uma reacdo de esterificacdo com &cido mercaptopropidnico,
formando o PF127-SH. Posteriormente, este polimero foi utlizado como
estabilizador para os AuNBs, substituindo as moléculas de CTAB. Os AuNBs
revestidos com PF127-SH entdo foram caracterizados por microscopia eletrénica de
transmissao, espectroscopia de absor¢céo no UV-Vis, espalhamento de luz dinamico
e potencial zeta e testados in vitro em uma linhagem de células humanas de cancer
de pulméo, visando demonstrar a reducéo de citotoxicidade destas particulas para
células humanas, quando comparadas com AuNBs revestidos com CTAB ou PF127
sem modificacdo. Os resultados mostraram que o PF127-SH propicia sua ligacéo

covalente, aos AuNBs, Au-S, garantindo uma substituicao eficiente do CTAB.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas (NPs), por definicdo, sdo aquelas particulas com tamanhos na
faixa de 1-100nm. Seu tamanho diminuto faz com que estejam fisicamente préximas
ao regime de mecanica quantica e biologicamente proximo ao tamanho dos
componentes celulares (OBER; GUPTA, 2011). As NPs tém caracteristicas Unicas,
como por exemplo, o efeito do tamanho nas propriedades quanticas dos sistemas
fisicos (por exemplo, propriedades Opticas e magnéticas), propriedades
dependentes do tamanho, grande relagdo superficie/volume, biocompatibilidade e
uma possibilidade de funcionalizacdo da superficie com biomoléculas direcionadas,

como anticorpos especificos para determinados tipos de tecidos. Diante disto, as
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NPs tém sido amplamente investigadas em diversos tipos de aplicacdes nas &reas
biolégicas e biomédicas, sendo frequentemente utilizadas na obtencdo de imagens
para diagnéstico de doencas (ERATHODIYIL; YING, 2011), na liberacdo de
farmacos (AJNAI et al., 2014; KIM et al.,, 2013), em diagnésticos e terapias
localizadas contra o cancer mediadas por nanomateriais, como a hipertermia e a
terapia fotodinamica (NAM et al., 2009; VON MALTZAHN et al., 2009; XIA et al.,
2011; YEN; PADMANABHAN; SELVAN, 2013).

O tamanho reduzido das NPs oferece uma série de vantagens em processos
de liberacéo de farmacos. Ao diminuir o tamanho das particulas até a nanoescala,
aumenta-se significativamente a &rea superficial para uma mesma quantidade de
material. Além de uma maior area superficial, a quantidade de moléculas na
superficie também aumenta. Como exemplo, 0 aumento na area superficial causado
pelas NPs pode aumentar significativamente a dissolugcdo de farmacos pouco
soluveis em agua (OBER; GUPTA, 2011). Mais ainda, modificacbes superficiais
podem ser realizadas nas NPs de modo a direcionar o comportamento
farmacoldgico de uma droga veiculada. Além disso, os ligantes das superficies dos
veiculos de administracdo de farmacos podem ser controlados e até mesmo possuir
seletividade para locais mais especificos de acdo a fim de atingir a penetracao
desejada no tecido e a captacao celular mais adequada (FAROKHZAD; LANGER,
2009).

As NPs podem também ser utilizadas no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo melhorados, podendo proporcionar a localizagdo espaco temporal do
tratamento. Estas NPs podem ser ativadas por via exdgenas (infravermelho proximo
(NIR), radiofrequéncia ou radiacdo eletromagnética) (BALASUBRAMANIAN et al.,
2015; GE et al., 2012) ou por vias enddgenas (pH, enzimas, temperatura, luz, redox)
(NAM et al., 2009) no local alvo, resultando em plataformas melhoradas para
terapias contra neoplasias.

As NPs podem ser divididas em organicas e inorganicas, podendo também
ser associadas (organicas e inorganicas), dependendo de sua utilizagdo. Particulas
em nanoescala geradas a partir de moléculas organicas tém sido amplamente
investigadas para liberagdo controlada de medicamentos de medicamentos e
terapias locais (terapia fotodinamica e hipertermia) contra o cancer (HUANG et al.,
2011). As NPs organicas sdo blocos de construcdo atraentes para veiculos

multifuncionais devido a sua versatil superficie e quimica do nucleo, alto grau de
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biodegradabilidade e por poder realizar endocitose efetivada pela célula alvo (JIA et
al., 2013). Os nanomateriais organicos mais utilizados incluem polimeros (JAIMES-
AGUIRRE et al., 2017; SUSA et al., 2009; VAN VLERKEN et al., 2010; WANG et al.,
2006), NPs contendo polimeros associados a lipossomas (NGUYEN et al., 2017,
WANG et al., 2010) e lipossomas (AGRAWAL; PAUL; MUKHOPADHYAY, 2005;
SONG et al., 2015; WONG; CHIU, 2010).

Por outro lado, as NPs inorganicas exibem propriedades fisicas e quimicas
Gnicas dependentes do tamanho, forma e composicdo, como as propriedades
Opticas e magnéticas, que nao existem em NPs organicas, como as formadas por
lipideos ou polimeros. As NPs metalicas (p.ex. ouro e prata) e de O0xidos metélicos
Sao 0s principais representantes deste grupo. Estas NPs tém razdes de superficie
por volume elevadas, e seu comportamento em sistemas bioldgicos é fortemente
afetado pela sua funcionalizacdo de superficie. As modificacbes das superficies de
NPs metalicas também permitem carregamento facilitado de materiais organicos,
biomoléculas e polimeros (MATTOUSSI; ROTELLO, 2013). As propriedades 6pticas
e magnéticas, além da estabilidade e facilidade de funcionalizac&o, tornam as NPs
inorganicas alternativas atraentes as NPs organicas para a destruicdo de tecidos
malignos. Em conjunto, a diversidade de estruturas e propriedades disponiveis das
NPs inorganicas fornecem opc¢fes favoraveis ao seu uso como agente terapéutico,
principalmente no tratamento de neoplasias, liberacdo controlada de farmacos e
genes, bem como em terapias locais, como a hipertermia e terapia fotodinamica
(HUANG et al., 2011; MATTOUSSI; ROTELLO, 2013).

2.2 NANOPARTICULAS DE OURO

O primeiro trabalho cientifico sobre AuNPs foi relato por Faraday, que atribuiu
a cor vermelha destas NPs a sua natureza coloidal (FARADAY, 1857). Ja em 1908,
Mie racionalizou a absorcdo visivel das AuNPs usando as equacdes
eletromagnéticas de Maxwell (MIE, 1908). As AuNPs de ouro estdo disponiveis em
tamanhos de 1 a mais de 120 nm e sua absor¢do no visivel pode ser encontrada
acima de 3 nm por infravermelho (BOISSELIER; ASTRUC, 2009), tendo aplicacdes
consideraveis em oOptica, catélise, ciéncia de materiais e nanotecnologia, além de

biologia e nanomedicina.
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Tendo em vista que as propriedades Optico-eletrénicas e fisico-quimicas das
AuNPs dependem ndo apenas do seu tamanho, mas também da sua forma,
controlar a morfologia das NPs de ouro torna-se muito importante (XIA; HALAS,
2005). Alem do formato esférico, também podem ser sintetizadas nanoparticulas
(NPs) com formatos variados a partir de diferentes técnicas, como os AuNBs (GOLE;
MURPHY, 2004), que serédo detalhadamente descritos neste trabalho, nanogaiolas
de ouro (SKRABALAK et al., 2008), nanoesferas ocas de ouro (MELANCON et al.,
2008) e nanoconchas de ouro (MA et al., 2013).

As AuNPs sao primariamente interessantes do ponto de vista das suas
propriedades Opticas. As propriedades Opticas das AuNPs estdo fortemente
relacionadas com a interacdo entre os elétrons de conducdo metdlica e a
componente de campo elétrico da radiacdo eletromagnética incidente, que, no caso
de alguns metais, como ouro e prata, leva a bandas de absorcédo fortes e
caracteristicas na parte visivel do espectro e, por sua vez, a cores vivas ndo usuais,
ndo observadas no material a granel (PEREZ-JUSTE et al., 2005). Por exemplo,
ouro a granel parece amarelado na luz refletida, mas os filmes de ouro finos
parecem azulados. Esta caracteristica cor azul muda para laranja, e para varios tons
de roxo e vermelho, quando o tamanho das particulas € reduzido para alguns
nandmetros. Estes efeitos sdo o resultado do fendmeno de ressonancia de
plasmons de superficie localizada (LSPRs), onde a frequéncia dos elétrons de
conducdo oscilam em resposta ao campo elétrico alternado da radiacao
eletromagnética incidente. No entanto, apenas metais com elétrons livres
(essencialmente Au, Ag, Cu e metais alcalinos) possuem ressonancias plasmonicas
no espectro visivel, qgue dao origem a cores tédo intensas. NPs alongadas (elipsoides
e nhanobastbes) apresentam duas bandas distintas de plasmons relacionadas a
oscilacdes eletrbnicas transversais e longitudinais. A oscilacdo longitudinal € muito
sensivel a relacdo de aspecto das particulas, de modo que pequenos desvios da
geometria esférica podem levar a mudancas de cor impressionantes (LIZ-MARZAN,
2004).

2.3 NANOBASTOES DE OURO
Os AuNBs apresentam propriedades Opticas exclusivas, sendo
adequados para uma variedade de estudos cientificos e aplicagBes tecnoldgicas.

Suas aplicagbes incluem imagens (HUANG et al., 2011), sensores biomoleculares
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(MAYER et al.,, 2008), terapias térmicas (BALASUBRAMANIAN et al.,, 2015) e
entrega de moléculas em sistemas biolégicos (MIN et al., 2010), tais como farmacos
e genes. O interesse para area biomédica advém de suas vantagens, como a
sintese eficiente em larga escala, coeficientes de absorcédo Optica elevados na
regido NIR e precisamente ajustavel faixa de absorcéo de luz, ajustando sua razao
de aspecto (ALKILANY et al., 2012; CHEN et al., 2013a; HUANG; NERETINA; EL-
SAYED, 2009; LIU et al., 2014). Algumas das aplicac6es nao bioldgicas dos AuNBs
incluem catdlise (LI et al., 2015) e sensores (HAN; LIU; YIN, 2014), bem como
componentes em dispositivos, como LEDs (WU et al., 2015).

As propriedades épticas dos AuNBs séo governadas pelo fendmeno LSPRs,
gue consiste em oscilacdes coerentes de elétrons de banda de conducédo nas NPs
em ressonancia com radiacdo eletromagnética. Para NPs de metais nobres, como
ouro e prata, este fenbmeno ocorre na regido visivel do espectro levando as
suspensoes a exibirem cores variadas e marcantes (S. LINK; M. B. MOHAMED,; EL-
SAYED, 1999). Além das propriedades do material das NPs, o LSPR também é
dependente da constante dielétrica efetiva do meio em torno das NPs, do tamanho e
do formato das NPs. A caracteristica anisotrépica dos AuNBs permite que o efeito
ocorra no eixos transversais e longitudinais do nanobastdo, conforme ilustrado na
Figura 1. A ressonancia de plasmons longitudinal (LPR) é particularmente sensivel a
razdo de aspecto do nanobastdo e pode ser ajustada na faixa do visivel até o
infravermelho préximo (S. LINK; M. B. MOHAMED; EL-SAYED, 1999). Uma
consequéncia importante da LSPR € que os campos eletromagnéticos proximos a
superficie das NPs séo bastante intensificados em relacédo a radiacao incidente. Este
efeito tem sido usado para intensificar os processos Opticos moleculares, como
fluorescéncia (ABADEER et al., 2014), espalhamento Raman (SIVAPALAN et al.,
2013), e absorcao nao-linear (SIVAPALAN et al., 2012).

A evidéncia de particulas em forma de bastdo € geralmente obtida por
microscopia eletrénica de transmisséao (TEM), mas, especificamente para o ouro, 0S
espectros na regido do visivel ja fornecem informacdes importantes sobre o formato
das nanoparticulas (Fig. 1). Nanoesferas de ouro, com valores de diametros entre 5
e 50 nm, apresentam uma banda de ressonéncia de plasmon em torno de 520 nm.
Ja os AuNBs, apresentam duas bandas de ressonanica, sendo uma referente ao
efeito ocorrendo ao longo do compirmento do bastdo (LPR) e outra referente ao

efeito de ressonancia de plasmons transversal (TPR) que ocorre no eixo menor
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(NIKHIL R. JANA; LATHA GEARHEART; MURPHY, 2001). A medida que a raz&o de
aspecto aumenta, a posi¢do da banda LPR é deslocada para a regido do vermelho
enquanto a posicado da banda TPR permanece relativamente constante em torno de
520 nm (JANA; GEARHEART; MURPHY, 2001; MURPHY et al., 2005).

2.3.1 Sintese dos nanobastdes de ouro

Uma série de técnicas vem sendo proposta para a sintese de AuNBs com
diferentes razGes de aspecto. Em geral, os trés métodos mais utilizados no preparo
de AuNBs sao: eletroquimico (DICKERSON et al., 2008a), por fotorreducdo com
irradiacdo ultravioleta (ESUMI; MATSUHISA; TORIGOE, 1995) e os métodos de
crescimento mediado por sementes (GOLE; MURPHY, 2004; NIKOOBAKHT; EL-
SAYED, 2003; YE et al., 2016). Nesse sentido, o crescimento mediado por sementes
emergiu como a abordagem mais popular para a sintese de AuNBs e tem sido
amplamente utilizado por muitos grupos de pesquisa devido a simplicidade do
procedimento, a facilidade de ajustar a razdo de aspecto das particulas, a alta
monodispersdo do produto e a flexibilidade para modificagbes superficiais
subsequentes (JANA; GEARHEART; MURPHY, 2001). O método escolhido para
sintese de AuNBs adotado neste trabalho foi o crescimento mediado por sementes e
serd abordado com detalhes a seguir.

Murphy e colaboradores (2011) definem um nanobastdo como uma particula
em nanoescala com razdo de aspecto (comprimento / largura) entre 3 e ~ 20-25
(MURPHY et al., 2011). A sintese de particulas anisotrépicas como dos NBs surgiu a
partir de diferencas sutis na quimica da superficie em faces cristalinas especificas
durante o crescimento mediado por sementes, cujos detalhes ainda sao objeto de
investigacgdo cientifica (BURROWS et al., 2016a).
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Figura 1. Informagbes que os espectros na regido do visivel e TEM fornecem sobre os AuNBs. a)
Diagrama representando a oscilagédo de elétrons da banda de conducao (setas cinza) das TPR e LPR
dos AuNBs. b) Espectros de absorcao no visivel / infravermelho proximo de AuNBs com diferentes
RA, mostrando picos de extingdo transversais (%) e longitudinais (). c) Imagens de TEM de AuNBs
(c) RA 1.1, (d) RA 2.0, (e) RA 2.7, () RA3.7, e (g) RA 4.4. Barras de escala: 50 nm.
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Fonte: (ABADEER et al., 2014)
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Uma das abordagens mediadas por sementes utiliza pequenas particulas
como sementes (entre 1,5 e 4 nm diametro) que séo sintetizadas a partir de uma
solucéo aquosa de 10™* M de sal de ouro (HAuCI4) e agentes redutores fortes, como
o borohidreto de sodio (NaBHs), em excesso, para promover O crescimento
isotrépico. Estas sementes sdo entdo adicionadas a uma solu¢do de crescimento
que contém sal de ouro adicional, um agente redutor fraco e um "agente
direcionador de estrutura® que controla a forma final da particula (JANA,;
GEARHEART; MURPHY, 2001; NIKHIL R. JANA; LATHA GEARHEART; MURPHY,
2001). O acido ascorbico é utilizado nesta sintese como agente redutor secundario,
pois é util ao reduzir o sal adicional de ouro na fase de crescimento dos AuNBs de
Au®* para Au®, permitindo que o crescimento ocorra durante um longo periodo de
tempo (minutos a horas), o que ajuda no crescimento anisotropico. O agente
direcionador de estrutura utilizado € o CTAB, um tensoativo catidnico, conhecido por
formar micelas em forma de bastdo em meio aquoso (NIKHIL R. JANA; LATHA
GEARHEART; MURPHY,2001). Desta forma, os AuNBs resultantes possuem uma
camada dupla de CTAB em suas superficies (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2001),
sendo que funcdo priméria do CTAB é adsorver em determinadas faces do cristal
das nanoparticulas sementes, bloqueando o crescimento nestas faces e
favorecendo nas outras dire¢cdes (MURPHY et al., 2005).

Na estratégia de sintese mediada por sementes, pode adicionar-se nitrato de
prata durante a sintese dos AuNBs, que permite alterar a razdo de aspecto de
acordo com a concentracdo utilizada. E importante comentar que este mecanismo
ainda se encontra sob investigacao. (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

2.3.2 Toxicidade

Devido as suas propriedades excepcionais, os AuNBs surgiram como um
novo tipo de nanoestrutura com uma gama de aplicacGes biolégicas e biomédicas,
como transporte, liberacdo e direcionamento de farmacos, hipertermia e terapia
fotodindmica. As oscilagdes dos elétrons nos AuNBs resultam na geracao de calor
apos a exposicdo a luz do infravermelho préximo (NIR) (650-900 nm). A luz NIR
penetra no tecido humano de meio milimetro a alguns centimetros, devido a
absorcdo minima pela agua e pelo sangue nessa regido do espectro. Os AuNBs

absorvem a luz na regido NIR, resultando na dissipacdo do calor para o tecido
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circundante, sendo esta caracteristica explorada para diagnéstico por imagens,
destruicdo térmica de tumores (hipertermia) e liberacdo de farmacos. Entretanto,
para a realizacdo de ensaios clinicos e sua ampla utilizacdo no ser humano, é
necessario entender os riscos potenciais dos AuNBs a saude humana e ao meio
ambiente, e, para isso, ensaios in vivo e in vitro tem sido realizados (KHLEBTSOV;
DYKMAN, 2011).

Apesar das vantagens oferecidas pela utilizacdo destas nanoestruturas, o
método de semente, o mais utilizado para sintese de AuNBs, utiliza o surfactante
CTAB para induzir o crescimento anisotrépico dos AuNBs , sendo este muito toxico
para as células e instavel na corrente sanguinea. O CTAB € um surfactante
carregado positivamente e é altamente atraido por membranas celulares carregadas
negativamente. Isso faz com que seu uso nao seja adequado em aplicacdes clinicas
diretas (VON MALTZAHN et al., 2009). Esta interacdo com bicamadas fosfolipidicas
celulares desestabiliza a membrana celular, podendo resultar em danos a
integridade da membrana celular e, consequentemente, levando a morte celular.
Mais ainda, a acéo catalitica de um dos produtos de dissociacdo do CTAB, o cétion
CTA*, é considerado letal para as células (TAYLOR et al.,, 2016). Além disso,
também foi relatado que os AuNBs estabilizados com CTAB sdo removidos da
corrente sanguinea 30 min apOls injecdo intravenosa, devido ao processo de
opsonizacao e rapida absorcdo pelo sistema mononuclear fagocitico (NIIDOME et
al., 2006).

Estudos realizados em algumas linhagens celulares indicaram que repetidos
ciclos de centrifugacdo e redispersdo em agua retiraram o excesso de CTAB nao
ligado e tornou as dispersdes de AuNBs relativamente menos toéxicas (LIU et al.,
2014; NIIDOME et al., 2006). No entanto, quando o processo de centrifugacao foi
realizado até retirar as moléculas de CTAB diretamente ligadas aos AuNBs, ocorre
uma desestabilizacdo e a consequente agregacado das particulas. Por conseguinte, é
necessario que um revestimento de moléculas biocompativeis possa substituir ou
recobrir a bicamada de CTAB ligada aos AuNBs antes de seu uso clinico (LIU et al.,
2014). A seguir serdo abordadas as diferentes estratégias adotadas para possibilitar
0 uso clinico dos AuNBs.
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2.3.3 Conjugacédo com biomoléculas e polimeros

Muitas das aplicacdes dos AuNBs sdo possiveis gragas a manipulacdo da sua
superficie quimica. As modificacbes quimicas do AuNBs envolvem principalmente
alguns métodos, como o recobrimento com polieletrélitos, com silica e com ligantes
que possuem grupos tiol, sendo esta ultima a forma mais comum, uma vez que a
ligagcdo Au-S é conhecida por ser a ligagdo mais forte em comparacdo com outros
grupos funcionais gerais (aminas, acidos carboxilicos, alcoois e fosforos). Para isso,
polimeros e biomoléculas, tais como poli(etileno glicol), PEG (LIU et al., 2014),
quitosana (ALMADA et al., 2017), policaprolactona, PCL (KO et al., 2016), DNA
(ZHANG et al., 2016) e lipidios (NAKASHIMA et al., 2008) sao inicialmente
funcionalizadas com um grupo tiol e, a partir deste ponto, podem ser ligadas aos
AuNBs atraveés de ligacfes Au-S. O uso de um estabilizante polimérico para AuNBs
também fornece o beneficio adicional de que os grupos pendentes ativos do
polimero estdo disponiveis para posterior conjugacdo com farmacos, genes ou
moléculas alvo. Para que ocorra uma troca efetiva do CTAB por um ligante com
grupo tiol, processos de sonicagao, agitacdo acompanhados ou ndo de aquecimento
podem ser necessarios para remover o CTAB para evitar que as NPs se agregem
(HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009).

Em particular, o recobrimento de AuNBs com PEG terminado em tiol, PEG-
SH, é a forma mais utilizada, pois faz com que os AuNBs obtenham boa
estabilidade, biocompatibilidade, longo tempo de circulacdo sanguinea, acumulagéo
efetiva nos locais de acdo e permite a multifuncionaliacdo para o transporte de
farmacos de farmacos (DICKERSON et al.,, 2008a; HUFF et al., 2007; LIU et al.,
2014; VON MALTZAHN et al., 2009). Recentemente, alternativas ao PEG-SH estéo
sendo alvo de pesquisas.

Khunsuk e colaboradores (KHUNSUK et al., 2018) desenvolveram um
copolimero zwitteribnico, composto por fosforilcolina metacrliloxietilada (MPC) e
acido metacrilico (MA), o MAMPC, que apresentou-se como um potencial
estabilizante polimérico versatil para AuNBs. As unidades MA no copolimero
atuaram em um processo de multipla funcionalizagdo: introdugéo de grupos tiol
adicionais para ligagdo com os AuNBs e conjugacdo com doxorrubicina (DOX), um
farmaco anticancerigeno muito toxico. Por outro lado, as unidades de MCP
forneceram as caracteristicas de biocompatibilidade para o sistema. O MAMPC

quimicamente modificado atuou como um estabilizante eficaz para AuNBs e resultou
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em MAMPC-DOX-AuNBs com um tamanho e forma razoavelmente uniformes com
boa estabilidade coloidal. Além disso, a citotoxicidade in vitro sugeriu que o MAMPC
melhorou a biocompatibilidade do AuNB e diminuiu a toxicidade da DOX,
evidenciando que o complexo MAMPC-DOX-AuNBs tem potencial para ser aplicado
na liberacdo de farmacos e para terapia sinérgica de cancer.

ALMADA e colaboradores (2017) substituiram as moléculas de CTAB dos
AuNBs por quitosana funcionalizada com grupos tiol. Apés a obtencdo dos AuNBs
recobertos por quitosana, que € um polimero catiénico, foi realizada a deposicao de
uma camada de alginato (aniénico) ou poli(alcool vinilico) (neutro), por complexa¢éo
eletrostatica. O efeito da citotoxicidade dos AuNBs foram avaliados na linhagem de
células de cancer de mama MDA-MB-231 e os resultados mostraram que os AuNBs
revestidos tiveram sua toxicidade diminuida significativamente em comparacdo com
agueles AuNBs estabilizados com CTAB.

Outra abordagem que visa a utilizacdo dos AuNBs em sistemas bioldgicos
consiste em revestir as nanoparticulas com revestimentos de polieletrélitos atraves
de adsorcéo eletrostética, permitindo a manipulacdo das propriedades de superficie.
Poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDADMAC), poli(acido 4-estirenossulfénico)
(PSS), poli(acido acrilico) (PAA) e de poli(cloridrato de alilamina) (PAH) sao os mais
utilizados e atuam na reducdo da toxicidade por meio do impedimento das
interacdes diretas entre as células e o CTAB (ALKILANY et al., 2009; GOLE;
MURPHY, 2005; HAUCK; GHAZANI; CHAN, 2008; REUM et al., 2010). Em
comparacao com o método de troca de ligante, este método é mais facil, porém, a
estabilidade da interacéo eletrostatica € questionavel para armazenamento a longo
prazo ou para aplicacdo in vivo (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009).

Com o objetivo da reducéo da toxicidade dos AuNBs-CTAB, através do uso
de revestimento com polieletrélitos, pelo método conhecido como Layer-by-Layer,
Bao e colaboradores (BAO et al., 2016) depositaram PSS e PDADMAC na superficie
dos AuNBs previamente recobertos por CTAB. Os resultados obtidos nos testes de
citotoxicidade indicaram que estes AuNBs se tornaram adequados para aplicagdes

terapéuticas apos o revestimento.
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2.3.4 Aplicagfes biomédicas

Os AuNBs possuem uma banda de ressonéancia intensa no infravermelho
proximo (NIR) e tém grande potencial para a aplicacdo biomédica. Estas aplicacdes
incluem a TFD, tratamento por hipertermia, diagnéstico por imagem,
biossensibilizacdo, transporte de genes e farmacos, entre outros. Em especial, os
AuNBs sdo muito promissores no tratamento de tecidos e 6rgdos doentes, como no
cancer.

Estas aplicacbes biomédicas dos AuNBs se devem as suas varias
propriedades fototérmicas, a eficiéncia das rotas sintéticas em larga escala, a facil
funcionalizacdo e a estabilidade coloidal. As oscilagbes dos elétrons nos AuNBs
resultam na geracéo de calor apds a exposicao a luz do infravermelho préximo (NIR)
(650-900 nm), pois os AuNBs absorvem a luz na regido NIR, resultando na
dissipacdo do calor para o tecido circundante. Além disso, os AuNBs ndo se
decompdem quando se encontram em sistemas biolégicos, apresentam
possibilidade de variar o comprimento de onda da banda de ressonancia, além de
espalhamento intensificado, 0 que permite que sejam usados como agente de
contraste. Portanto, os AuNBs também s&do considerados promissores agentes
terandsticos, combinando o diagndéstico e o tratamento de doencas, como o cancer.

2.3.4.1 Diagndstico

Tecnologias de imagem multimodal estédo sendo desenvolvidas para prever e
diagnosticar doencgas, como o cancer, com mais precisdo. Os resultados de imagem
podem ser ainda mais aprimorados se nanomateriais funcionais ou moléculas
marcadores e de alto contraste forem desenvolvidos para imagens celulares
especificas para determinada doenca. Até agora, moléculas organicas fluoroforas ja
foram aplicados para este objetivo. No entanto, seu uso foi dificultado devido a
limitagOes especificas, como por exemplo a instabilidade causada pela luz intensa e
efeitos intrinsecos de supressdo da fluorescéncia (PISSUWAN; VALENZUELA;
CORTIE, 2008). Po outro lado, pontos quanticos tém foto-estabilidade aprimorada,
mas ainda podem resultar em toxicidade a longo prazo, tanto in vitro quanto in vivo,
embora alguns artigos relatem que a citotoxicidade poderia ser prevenida (PRASAD
et al., 2010).
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Para aplicagdes de imagem na faixa do NIR — em contraste com os corantes
organicos convencionais, pontos quanticos e fluoréforos — os AuNBs tém vérias
vantagens, que incluem densidade Optica e espalhamento muito mais intensos que
as moléculas que apresentam absorcdo, gracas a sua maior secdo transversal de
espalhamento, além de estabilidades quimicas e fotofisicas mais robustas (CHOI et
al., 2012). Estas nanoestruturas se mostram como uma grande promessa para O
avanco da é&rea de diagnésticos de cancer (LIU et al., 2014). As aplicacbes de
AuNBs em vérias técnicas de imagem foram intensamente investigadas e,
atualmente, o foco da pesquisa se concentra principalmente nas seguintes técnicas:
TPL (luminescéncia de dois fétons), PAT (tomografia fotoacustica), OCT (tomografia
de coeréncia 6ptica) e RX CT (tomografia computadorizada de raios X).

Recentemente, a técnica de imagens obtidas por TPL ganhou popularidade
devido ao aumento da profundidade da penetracdo da luz, da resolucdo espacial
submicrométrica, da baixa fluorescéncia de fundo e do dano fotodindmico reduzido
em tecidos vivos. Os AuNBs possuem grande secéo transversal de espalhamento
de fotons na regido NIR. Apds a irradiacdo ultrarrapida do laser, os AUNBs emitem
um TPL forte que pode ser detectado em condi¢cBes confocais (CHOI et al., 2012; LI
VOLSI et al., 2017). Em um estudo, foi utilizada a imagiologia TPL para demonstrar
a ligacéo eficaz de AuNBs ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
(an-ti-EGFR-AUNRSs) em linhagem celular de carcinoma epitelial humano (A431) in
vitro e em tumores A431 in vivo (PUVANAKRISHNAN et al., 2012). Os anti-EGFR-
AuNBs foram observados em profundidades de até 100 uym nos tumores. Além
disso, o direcionamento seletivo e o acumulo de AuNBs modificados com
oligossacarideos de quitosana também foram observados in vitro via estudos de
imagem por TPL na linhagem de carcinoma adenoescamoso oral humano (CAL 27)
(CHARAN et al., 2012). Estes resultados sdo consistentes com estudos de
direcionamento in vivo realizados via irradiacdo com laser NIR em tumores de
xenoenxertos CAL 27.

A PAT é uma técnica de imagem emergente analoga a ultrassonografia, que
pode oferecer imagens oOpticas ndo invasivas em profundidade ainda maior no tecido
do que a imagem da TPL. Os AuNBs também podem apresentar propriedades
optico acusticas que dependem da absor¢éo de laser pulsado para criar uma onda
de choque acustica devido a superaquecimento transitorio e expansdo termo

elastica. O sinal acustico € medido e convertido em uma imagem por um transdutor
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de varredura. Yang e colaboradores obtiveram imagens de AuNBs intracelulares
usando microscopia fotoacustica. A captacdo e distribuicdo dependentes do tempo
dos AuNBs em células de adenocarcinoma de mama humano foram monitorados
com sucesso (YANG; YE; XING, 2012). Jokerst e colaboradores relataram imagens
obtidas por PAT de células-tronco mesenquimais em camundongos Vvivos usando
nanoparticulas de ouro recobertas por silica, Au@SiO2 (JOKERST et al., 2012). Os
autores descobriram que a camada de silica aumentou tanto o sinal fotoacustico de
AuNBs, quanto a captacdo dos AuNBs nas células. Este método de imagem de PAT
mediado por Au@SiO2 tem baixa toxicidade e elevadas resolugbes espaciais e
temporais, ambas vantagens significativas sobre as técnicas tradicionais de imagem
celular, como tomografia por emissao de positrons e ressonancia magnética nuclear.

A OCT é uma modalidade de imagem relativamente recente que pode
capturar a morfologia tridimensional de tecido celular e subcelular com resolugéo
micrométrica, a partir da deteccdo coerente da radiacdo NIR espalhada. Os AuNBs
acumulados no tecido biolégico de interesse podem aumentar significativamente o
contraste devido a absorcdo ou dispersao Optica intensa (HUANG et al., 2011). Jung
e colaboradores relataram captacdo de AuNBs em linfonodo sentinela (SLN) de
camundongos in situ por meio uso da imagem de OCT (JUNG et al., 2011).
Comparado ao OCT de espalhamento convencional, o sistema de OCT mediado por
AuNBs obteve imagens 3D com maior resolucdo, com base no qual, diferentes
acumulacdes dependentes do tempo de AuNBs dentro de varias estruturas do SLN
foram demonstradas.

Como uma das ferramentas diagndsticas mais utilizadas atualmente nos
hospitais, a RX CT é uma técnica de imagem baseada na diferenca de absorcédo de
raios X (contraste de absorcdo) das composi¢des corporais. Devido ao seu elevado
peso atdmico e coeficiente de absorcdo de raios X, pequenas moléculas iodadas
geralmente sado utilizadas como agentes de contraste para melhorar a visibilidade
das estruturas internas do corpo em procedimentos de RX CT. No entanto, estes
agentes de contraste permitem apenas imagens de tempo muito curto devido a
rapida excrecdo renal, além de causar toxicidade renal (HUANG et al.,, 2011).
Recentemente, os AuNBs tém atraido muita atencédo para o desenvolvimento de
novos agentes de imagem por tomografia computadorizada, pois 0 ouro tem peso
atdmico e coeficiente de absor¢éo de raios X mais altos que o iodo (ZHANG; WANG;

CHEN, 2013). Foi demonstrado que os AuNBs revestidos com PEG tém um tempo
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de circulagdo muito mais longo do que um agente de contraste molecular tipico
baseado em iodo. Mais ainda, os AuNBs conjugados com ligantes de
direcionamento, como peptideos ou anticorpos, podem permitir a visualizacdo de
biomarcadores especificos de doenca em niveis moleculares por meio do
procedimento de RX CT. Luo e colcaboradores relataram que Au@SiO2 carregada
de verde de impregnanina (ICG) tem dupla capacidade de tomografia de raios X e
imagem de fluorescéncia (LUO et al., 2011). Foi demonstrado que Au@SiO2 pode
aumentar significativamente o contraste do TC e imagens multiplexadas puderam

ser facilmente obtidas usando este agente de imagem de modo dual.

2.3.4.2 Tratamento de cancer

Em geral, os tratamentos de céancer disponiveis, como radioterapia,
quimioterapia e remocgdo cirargica, resultam na morte dos tecidos saudaveis
circundantes por causa de seus efeitos toxicos significativos. A fim de aumentar a
seletividade no tratamento do cancer, tratamentos baseados em nanotecnologia tem
sido desenvolvidos. A combinacdo de NPs de metais nobres, como os AuNBs e
fontes de luz atraiu especialmente a atengcdo como uma estratégia promissora para
tratamentos eficazes, como o tratamento por hipertermia e TFD (ALKILANY et al.,
2012). Além disso, farmacos podem ser associados aos AuNBs com o objetivo de
tratamento quimioterapico e hipertérmico simultdneos. As nanopaticulas de ouro
atraem grande interessse nesta area, pois apresentam o efeito de LSPR na faixa do
NIR, onde a penetracdo da radiacédo € 6tima devido a absorcdo minima pela agua e
hemoglobina no tecido (HUANG; NERETINA; EL-SAYED, 2009).

23421 Hipertermia

O significado etimoldgico da palavra "hipertermia" € geracéo de calor e, com
relacdo a terapia de cancer, o termo é usado para implicar tratamento baseado na
transferéncia de calor no local do tumor (BARONZIO; HAGER, 2006). A abordagem
envolve elevar a temperatura do ambiente local do tumor ocasionando mudancas da
fisiologia das células doentes e, em alguns casos, levando-as a apoptose (VAN LOO
et al.,, 2002). Esta modalidade de tratamento complementa os tratamentos
atualmente disponiveis incluindo quimioterapia, radioterapia, cirurgia, terapia

genética e imunoterapia para cancer. No final da década de 1980, a hipertermia
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atraiu o interesse no campo da ciéncia de materiais (BLEEHEN, 1982) e na ultima
década despertou grande interesse no campo da nanotecnologia (CHERUKURI,
GLAZER; CURLEY, 2009).

A hipertermia local (> 43 °C) envolve a aplicacéo de calor intracelular apenas
a uma pequena area de interesse especifica (KUMAR; MOHAMMAD, 2011), e tem
ganhado cada vez mais atencdo. Neste contexto, o grande desafio encontrado é
aguecer apenas as ceélulas tumorais, sem danificar os tecidos saudaveis e, para
isso, as NPs estdo sendo empregadas.

As terapias de destruicdo térmica de tumores baseadas em nanotecnologia
sdo minimamente invasivas e de rapida administracdo, sendo desenvolvidas com
uma variedade de nanomateriais, incluindo nanotubos de carbono de parede Unica
(ZHANG et al., 2015), nanotubos de carbono de paredes multiplas (MARANGON et
al., 2017), NPs magnéticas (BOEHM; CHEN, 2009) e AuNPs (ORNDORFF et al.,
2017; SUN et al., 2017a, 2017b).

A aplicacdo da hipertermia para destruir células especificas é uma estratégia
bem conhecida para o tratamento do cancer, pois € um meétodo nao invasivo e um
tratamento relativamente indolor para os pacientes. A hipertermia por meio da
utilizacdo de AuNBs é possivel devido a absor¢cdo de NIR pelos AuNBs e sequente
dissipacéo de calor. Quando uma radiagéo €é incidida em nanoparticulas com banda
de ressonancia de plasmons de mesmo comprimento de onda, hd uma conversao
da energia da radiacdo em calor, conhecida como transducdo fototérmica. A
transferéncia de calor da superficie de AUNBs para o ambiente celular circundante é
altamente localizada, decaindo exponencialmente dentro de alguns nandémetros e,
portanto, minimiza os efeitos adversos nas células normais (KUO et al., 2010). Os
AuNBs demonstram uma resposta fototérmica a luz NIR como uma funcéao da razéo
de aspecto das NPs, sendo um dos agentes exdégenos mais eficazes para a terapia
do cancer por hipertermia, mostrando uma elevada eficacia na ablacdo de células
cancerosas in vitro (HUANG et al., 2006; HUFF et al., 2007; LIU et al., 2018) ou
tumores in vivo (CHOI et al., 2011; DICKERSON et al., 2008a; LIU et al., 2018,
2014).

A terapia hipertérmica utilizando AuNBs recobertos com PEG injetados
intratumoralmente e laser NIR resultou numa diminuicdo de 96% no crescimento de

tumor de xenoenxertos de carcinoma em ratos nus. A combinacdo de injecao
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intravenosa e irradiacdo com laser NIR resultaram, segundo os autores, em
diminuicao de 74% no crescimento tumoral médio (DICKERSON et al., 2008b).

LIU e colaboradores (2014) sintetizaram AuNBs revestidos com PEG
multidentados de baixa citotoxicidade e com alta eficacia para a ablacdo de células
cancerigenas in vitro. Além disso, este complexo mostrou boa estabilidade no
serum, com longo tempo de circulagdo no sangue, levando a um alto acumulo nos
tumores apés a injecdo intravenosa. A terapia fototérmica in vivo mostrou que os
tumores foram completamente curados e sem recorréncia pela irradiacdo do laser

NIR apds uma unica injecdo desses AuNBs modificados com PEG multidentados.

23422 Terapia fotodinamica - TDF

A TFD é um procedimento terapéutico clinicamente aprovado e minimamente
invasivo que pode exercer uma atividade citotoxica seletiva em relacéo as células
malignas. Ela tem potencial para atender a muitas necessidades médicas
atualmente nao satisfeitas. A TFD define-se como um tipo de terapia tumoral que
envolve destruicdo celular causada por oxigénio singleto téxico (*O2) bem como de
outros radicais livres que sao produzidos a partir de uma sequéncia de processos
fotoquimicos e fotobiol6gicos. Embora ainda emergente, jA € uma modalidade
terapéutica bem-sucedida e clinicamente aprovada, utilizada para o controle de
doencas neoplasicas malignas e ndo malignas (AGOSTINIS et al., 2011).

A TFD consiste em trés componentes essenciais: fotossensibilizador (FS), luz
e oxigénio (DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003). Nenhum destes é individualmente
toxico, mas juntos eles iniciam uma reacao fotoquimica que resulta na geracao de
oxigénio singleto (*O2), produto altamente reativo, que pode rapidamente causar
toxicidade significativa e induzir morte celular via apoptose ou necrose. Estes
processos séo iniciados pela reacdo do FS com oxigénio tecidual quando exposto a
um comprimento de onda especifico de luz na regido do visivel ou infravemelho. Os
efeitos antitumorais da TFD derivam de 3 mecanismos inter-relacionados: efeitos
citotdxicos diretos sobre as células tumorais, danos a vasculatura tumoral e indugéo
de uma reacdo inflamatoria robusta que pode levar ao desenvolvimento de
imunidade sistémica (AGOSTINIS et al., 2011). Os FS mais utilizados atualmente

sao aqueles com absovbancia na regidao NIR, tais como porfirinas modificadas
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(ZHAO et al., 2010), clorinas (PEREIRA et al., 2017), ftalocianinas (FREITAS et al.,
2017), indocianinas (LIU et al., 2018) e naftalocianinas (BHANA et al., 2016).

Em geral, as NPs tem papel importante para a realizacdo da TFD: para a
entrega do FS ao local de acdo, como FSs por si s6 e como transdutores de energia
(DUBOWSKI; TANEV, 2006). A vantagem potencial de NPs associadas a TFD
consiste em possibilitar que uma "carga Uutil", ou seja o préprio FS, possa ser
fornecido ao tecido alvo. Além disso as NPs podem ser funcionalizadas com
multiplas porcdes de direcionamento, como anticorpos e ligantes especificos, tais
como anticorpos ou peptideos, para liberar o FS de modo direcionado. Outras
abordagens utilizando NPs em TFD incluem o uso de polimeros biodegradaveis e
ceramicos (silica), NPs metalicas (ouro, 6xido de ferro) (CHATTERJEE; FONG,;
ZHANG, 2008) e NPs magnéticas, em que um campo magnético aplicado melhora a
localizacdo ao tumor, além de NPs hibridas que permitem TFD junto com qualquer
outra estratégia terapéutica, tal como a hipertermia (VANKAYALA et al., 2014). NPs
de silicio e pontos quanticos sdo materiais que geram !O2 por si s6 apds
fotoexcitacdo. Os pontos quanticos também podem ser ligados a
fotossensibilizadores organicos, para absorver a energia eletromagnética com alta
eficiéncia e transferi-la para o FS. A eficiéncia da TFD pode ser atribuida a producao
de 102, sendo que ha duas estratégias diferentes possiveis com o uso de NPs. Em
uma, utilizam-se NPs biodegradaveis, das quais os fotossensibilizadores sao
liberados apoés irradiacdo para produzir 'O2. Na outra alternativa, utilizam-se NPs
gque nao sao biodegradaveis em casos em que ndo é necessario liberar os
fotossensibilizadores, mas € essencial que o oxigénio possa difundir-se livremente
de dentro para fora das NPs (BECHET et al., 2008).

No casa de utilizacdo de AuNBs na TFD, a banda de LPR dos AuNBs pode
ocorrer na regiao do NIR e possibilitam a conjugacéo de FSs, o que torna os AuNBs
atrativos e muito uteis. Além disso, a conjugagdo com o ouro facilita a penetragao
intracelular, devido a sua tendéncia de se ligar a grupos tiois, dissulfatos e aminas
(ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018).

Estudos recentes demonstram que o0s FS conjugados a AuNBs séao
candidatos atrativos para aplicacdes simultaneas de TFD, hipertermia e diagnostico
(JANG et al.,, 2011; KUO et al., 2010; LIU et al.,, 2018). Neste sentido, AuNBs
conjugados a FS (Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada - AlPcS4) foram

desenvolvidos para obtencédo de imagens por fluorescéncia no NIR e tratamento de
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cancer. Foi observado que a captacédo intracelular foi 4 vezes maior e com melhor
fototoxicidade in vitro. Foram também observadas em células tratadas com o
complexo AuNBs-AIPcS4 comparando com células tratadas com AlPcS4 livre, apos
a injecao intravenosa do complexo AuNBs-AIPcS4. Os locais dos tumores foram
claramente identificados nas imagens de fluorescéncia no NIR 1 h apés a injecao e o
volume o tumor reduziu em 79% com TFD isolada e em 95% com terapia
hipertérmica e TFD proporcionada pelo complexo AuNBs-AlPcS4 (JANG et al.,
2011).

Liu e colaboradores (2018) construiram uma nanoplataforma multifuncional
para tratamento de cancer baseada em AuNBs revestidos de silica mesoporosa
(AUNBs@MSN) com objetivo de superar barreiras biolégicas associadas a
nanocarreadores para TFD e hipertérmica. O verde de indocianina (ICG) foi
carregado em AuNBs@MSN e estes foram funcionalizados com (-ciclodextrina (-
CD). Em seguida, um peptideo com permeabilidade na membrana plasmatica e
capacidade de direcionamento de mitocondrias foi ancorado aos AuNBsS@MSN.
Posteriormente, o copolimero quitosana-b-PEG foi introduzido para dar a
propriedade furtiva ao meio, por apresentar reversibilidade de carga com mudancas
de pH. Quando a nanoplataforma se extravasa para o tecido tumoral, a leve acidez
no microambiente tumoral induz a dissociacdo do polimero reversivel e a
reexposicdo do peptideo RLA. Tal transicdo mediada por pH facilita o acumulo
direcionado da nanoplataforma nas mitocéndrias. Apos a irradiacdo com laser com
comprimento de onda de 808 nm, a nanoplataforma exibiu efeito fotodinamico
aumentado através da geracdo de espécies reativas de oxigénio mediadas pelo
campo elétrico local das AuNBs, efeito fototérmico plasménico e vazamento de ROS
endogeno por TFD direcionada pela mitocéndria. Enquanto isso, a hipertermia local
foi gerada por ICG e AuNBs. Segundo os autores 0s experimentos in vitro e in vivo
demonstraram que a nanoplataforma apresentou excelente efeito antitumoral, com

efeito colateral minimo (LIU et al., 2018).

2.3.4.2.3 Transporte de farmacos e genes
Os AuNBs sao candidatos promissores para realizar o transporte de genes e
medicamentos para o tratamento de doencas, devido a possibilidade de se controlar

suas dimensdes e monodispersédo, baixa toxicidade, internalizagcdo celular e
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facilidade de funcionalizacdo com ligantes diversos. Além disso, os AuNBs podem
ser utilizados para dar origem a veiculos multifuncionais, que além de carrear genes,
associados ou ndo a farmacos, possibilitam a realizacdo de diagnostico e tratamento
por hipertermia simultaneamente (RAMESH et al., 2015; WEBB; BARDHAN, 2014).

Devido ao risco de citotoxicidade e respostas imunolégicas do método
convencional de transporte de genes mediado por virus, a busca por vetores de
genes nao virais é indispensavel. No contexto de nanocarreadores sintéticos, AUNBsS
chamam bastante atencédo (CHEN et al., 2006; HORIGUCHI et al., 2007; LI et al.,
2017; MIN et al.,, 2017). Especialmente devido a sua grande relacdo superficie-
volume, os AuNBs sao considerados nanocarreadores muito adequados por
fornecerem éarea de superficie suficiente para o acoplamento de receptores para se
acoplar a genes.

O transporte e liberacdo controlada de farmacos para o tratamento de cancer
€ um grande desafio enfrentado na atualidade, principalmente devido a toxicidade e
a hidrofobicidade dos farmacos anticancerigenos disponiveis. Como alternativa aos
métodos convencionais, 0os AuNBs estdo sendo utilizados para o transporte e
liberacdo controlada de farmacos por meio de diferentes mecanismos, como
sistemas de carreadores responsivos ao NIR (SONG et al.,, 2018; YANG et al.,
2018), bem como carreadores sensiveis ao pH (RAMESH et al., 2015; SONG et al.,
2018), capazes de liberar farmacos mediante estimulos externos (pH?).

Recentemente, AuNBs recobertos por silica mesoporosa (SiO2) e com
polimero termicamente sensivel foram fabricadas com o objetivo de acoplar a
propriedade fototérmica de AuNRs a resposta térmica ou pH do polimero em um
nanoveiculo (Figura 2). O Poli(uretano-amina) alifatico (PUA) foi empregado como
polimero responsivo para cobrir as NPs de AuNBs/SiOz via polimerizagdo in situ em
CO2 supercritico. O PUA, polimero responsivo a temperatura e pH, agiu como o
responsavel pelo liga-desliga, controlando a liberacdo de DOX das NPs devido ao
estiramento e encolhimento das cadeias de polimero PUA a diferentes temperaturas.
O laser no infravermelho proximo foi usado para ativar a fase mudanca de
conformacao das cadeias e liberagdo subsequente da droga. Os estudos in vitro de
liberagcdo de farmaco indicaram que as NPs de AuNBs/SiO2/PUA exibiram
propriedades distintas de liberacdo dependendo do pH, temperatura e laser. Um

by

curto periodo de tempo exposto a irradiacdo NIR pdde aumentar nitidamente a
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temperatura local das NPs e, também, a liberacdo da DOX pdde ser controlada

simplesmente ajustando a intensidade do laser NIR (SONG et al., 2018).

Figura 2. Preparacgdo das NPs de AuNBs / SiO2 / PUA.
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Fonte: (SONG et al., 2018)

Para o sucesso do tratamento de cancer, a terapia combinada € um método
potencial emergente que combina dois ou mais medicamentos terapéuticos ou
tratamentos diferentes, trabalhando de maneira sinérgica ou aditiva. Os veiculos
multifuncionais para tratamentos combinados (por exemplo, hipertermia e
quimioterapia) com geragdo de imagens simultdneos (conhecidos como agentes
teranodsticos) tém grande potencial para o tratamento de cancer. Embora o
tratamento com uma Unica técnica ainda seja amplamente utilizado, o método
convencional permanece menos eficaz que a terapia combinada (AL-LAZIKANI;
BANERJI; WORKMAN, 2012). Além disso, esta terapia de combinac¢ado requer uma
dose terapéutica mais baixa de cada farmaco e pode prevenir os efeitos toxicos em
céulas normais enquanto produz simultaneamente efeitos citotoxicos em células
cancerosas, uma vez que a terapia de combinacdo visa diferentes vias para
aumentar a citotoxicidade para céulas cancerosas (WOODCOCK; GRIFFIN;
BEHRMAN, 2011).

Os AuNBs foram propostos por LI VOLSI e colaboradores em 2017 como

agentes terandsticos seletivos para o tratamento de osteossarcoma. Um copolimero
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enxertado de polissacarideo anfifilico e um derivado amino foram funcionalizados
com os ligantes de folato, sendo este copolimero sintetizado para atuar como agente
de revestimento para os AuNBs. Os ligantes de folato séo seletivos para os tumores,
pois os receptores de folato estdo sobreexpressos nestes tumores. O copolimero
revestiu com sucesso 0s AuNBs e protegeu o medicamento anticancerigeno nutlin-3,
sendo este sistema capaz de entregar o medicamento eficientemente a diferentes
meios fisiologicos. A capacidade do sistema para matar seletivamente células
tumorais foi testadas em células de cancer U20S, expressando altos niveis de
receptores de folato e comparadas com células epiteliais bronquicas humanas
(16HBE) e fibroblastos dérmicos humanos (HDFa). A capacidade antitumoral do
sistema proposto foi testada (Figura 3), bem como a de controlar eficientemente a
liberacdo do farmaco na irradiacdo com laser NIR, atuar como um excelente agente
de hipertermia, bem como agentes de contraste para imagiologia por TPL, além da

sua eficacia quimioterapica.

Figura 3. AuNBs com ligantes de folato para tratamento direcionado de osteossarcoma por terapia
combinada (hipertermia e quimioterapia) e imagiologia por TPL
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Fonte:(LI VOLSI et al., 2017).

Para alcancar um efeito anticancerigeno notavel, recentemente Min e
colaboradores (2017) prepararam uma nanoformulagdo teranostética que permite
imagens fotoacusticas, bem como terapia combinada de genes e hipertermia.
AuNBs foram revestidos com dipicolilamina (DPA) complexada a ions Zn?*. As NPs
resultantes, Zn (II) / DPA-AuUNBSs, reconhecem moléculas contendo fosfato, incluindo
siRNA, devido a interacdo especifica entre o Zn?* e os anions fosfatos. O RNAsi

antipolo quinase 1 (siPLK) foi utilizado como silenciador de genes. A forte
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complexacao entre o Zn (Il) / DPA-AuNBs e a siPLK proporcionou alta estabilidade
aos nano complexos, que entregaram eficientemente sSiRNA nas células-alvo
cancerigenas in vitro e in vivo. A particula serviu como agente terandstico, pois as
AuNBs dos nano-complexos permitiram a terapia hipertérmica efetiva, bem como a

imagem fotoacustica na irradiacéo a laser NIR (MIN et al., 2017).

2.4  PF127

O PF127 é o nome comercial do copolimero em bloco de poli(6xido de
etileno)-poli(6xido de propileno), que é conhecido por ser biocompativel e
biodegradavel e tem grande aplicabilidade para sistemas biolégicos, como no
transporte de farmacos e modificador de respostas biologicas (BATRAKOVA;
KABANOV, 2008). Ele € um copolimero anfifilico com estrutura polimérica do tipo
“‘ABA” (PEO-PPO-PEO) composto por segmentos hidrofilicos de poli(éxido de
etileno) (PEO) e segmentos hidrofébicos de poli(éxido de propileno) (PPO) como
representando na Figura 4. As propriedades fisicas e quimicas dos copolimeros de
PF127 podem ser refinadas modificando a razdo de massa entre os blocos de PEO
e PPO, o que modifica diretamente as propriedades e interacdo in vivo e com células
e membranas celulares, e propicia design inovador de novos nanomedicamentos e
biomateriais (PITTO-BARRY; BARRY, 2014).

Figura 4. Estrutura quimica do PF127.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O PF127 € um polimero tribloco néo iénico formado por um nucleo hidrofébico
de PPO com uma cadeia hidrofilica de PEO em cada extremidade. A vantagem da
utiizacdo do PF127 é que ele apresenta alta biosseguranca, comportamento
responsivo a temperatura e pode ser muito util para o carreamento de substancias
mais hidrofébicas, como moléculas para TFD, genes e farmacos (ZHANG et al.,
2010).
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Os copolimeros em bloco da familia dos Pluronic polidis sdo materiais
polimérficos que cobrem uma gama de estados de gelificacdo de liquido a pasta e
sélido, dependendo das propor¢cdes de massa entre os blocos de PEO e PPO. Esta
versatilidade estrutural os torna particularmente atraentes para ingredientes
emulsionantes, estabilizantes, solubilizantes e dispersantes para formulagao
farmacéutica. Os copolimeros Pluronic estéo listados em vérias farmacopéias, como
a americana e inglesa, e sdo amplamente utilizados em uma variedade de
aplicaces clinicas (BATRAKOVA et al., 2010).

O PF127 tem sido considerado um sistema de transporte biolégico muito
promissor devido a sua capacidade de automontagem em fase aquosa dependente
da sua concentracdo micelar critica (0,26-0,8% (p/p)) e da temperatura do meio.
Como nanocarreador para entrega de medicamentos, genes ou corantes, 0S
Pluronics sao considerados interessantes, pois quando em solugéo aquosa acima da
concentracdo micelar critica, suas moléculas podem se auto-organizar em micelas
do tipo nucleo-casca, onde os blocos hidrofébicos de PPO formam o nucleo e blocos
de PEO hidratados a casca. Por isso, farmacos pouco sollveis em agua podem ser
incorporados no nucleo hidrofébico do PPO e protegidos da inativacdo em meio
biolégico (BROWN et al., 1991).

Drogas anticancerigenas utilizadas clinicamente como a DOX (BATRAKOVA
et al., 2001) e o docetaxel (DTX) foram encapsuladas em micelas de Pluronic 105 e
F127. O DTX é um analogo semissintético do paclitaxel que exibe poténcia contra
uma variedade de tumores solidos. Porém, sua acéo é prejudicada devido a fraca
solubilidade aquosa, atividade fagocitaria rapida, depuracéo renal e distribuicdo néo
seletiva. FANG e colaboradores (2013) demonstraram que o DTX encapsulado em
micelas mistas de Pluronic P105 e F127 exibiu uma maior citotoxicidade em relacao
as células cancerosas A549 resistentes ao DTX do que as injecdes de Taxotere®
(medicamento ja aprovado pelo FDA). Além disso, um maior tempo de circulacdo
sanguinea e melhora terapéutica in vivo foram observadas com micelas mistas P105
| F127 carregadas com DTX em comparagdo com Taxotere®.

Os sistemas de transporte e liberacdo de farmacos mediados por Pluronic sédo
capazes nado sO de encapsular drogas e modificar suas propriedades
farmacocinéticas, como também sdo potentes modificadores de resposta bioldgica.

Uma vez que sdo capazes de sensibilizar células de cancer multi resistentes e
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aumentar o transporte de moleculas através das barreiras bioldgicas (BATRAKOVA,
KABANOV, 2008).

O PF127 foi utilizado em estudos recentes no recobrimento de AuNBs-CTAB
com o objetivo de mascarar a citoxicidade do brometo de hexadeciltrimetilaménio
que recobre os AuNBs. A remocédo completa de moléculas de CTAB da superficie
dos nanobastdes tornou o sistema instavel, causando a agregacéo de particulas. O
revestimento com PF127 garantiu a estabilidade e biocompatibilidade da
nanoformulacédo, devido a interacdo com a cadeia hidrofébica do CTAB. Em geral
houve melhora na viabilidade celular in vitro. No entanto, o CTAB permaneceu na
formulacéo e os efeitos desta permanéncia ndo foram explorados ao longo do tempo
(GOH et al.,, 2012; GONG et al., 2014).

Micelas de PF127 incorporadas com ftalocianina de cloro aluminio (PF127 /
AICIPc), foram produzidas em condicfes otimizadas para obtencdo de sistemas
coloidais eficientes e biocompativeis para realizagdo de TFD. As moléculas de
AICIPc foram encapsuladas no nucleo hidrofébico das micelas de PF127, podendo
ser prontamente solubilizadas em meio fisiolégico. Segundo os autores, a eficiéncia
de encapsulacéao foi de aproximadamente 90 % e a producdo de oxigénio singleto
pelas formulagbes F127 / AICIPc irradiadas indicaram boa aplicabilidade para TFD.
Os testes in vitro mostraram dano celular de até 90 % para doses bastante baixas de
AICIPc. Além disso, ndo ocorreu citotoxicidade em células ndo irradiadas (PY-
DANIEL et al., 2016).

A versatilidade estrutural dos poloxameros e a estrutura quimica
relativamente simples desses copolimeros os tornam particularmente adequados
para a transformacéo e funcionalizacdo quimica. A funcionalizacdo de Pluronic com
diferentes grupos tem apresentado um aumento na estabilidade de micelas desse
tipo de polimero. Neste sentido, NPs de ouro foram utilizadas para um revestimento
com micelas reticuladas de PF127, que exibem um comportamento termo reversivel
de intumescimento e encolhimento. Os dois terminais de grupos hidroxila do PF127
foram modificados com o grupo tiol (SH) por BAE e colaboradores (2006) para se
autoorganizarem em solu¢do aquosa, com exposi¢cdo dos grupos tiol para fora da
casca. Os grupos tiol presentes na casca exterior foram reticuladas por NPs de ouro
sintetizados atraveés de reducdo do precursor de ouro por NaBHs4,. As micelas de
Pluronic reticuladas com AuNPs resultaram em uma estrutura similar a de um

escudo, exibindo comportamento dependente da temperatura. Segundo 0s autores,
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essas novas micelas hibridas organicas / inorganicas auto organizadas tém grande

potencial para aplicacdes diagndsticas e terapéuticas (BAE et al., 2006).

3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema a base de AuNBs através de sua sintese pelo
meétodo de crescimento mediado por sementes, visando a diminuicdo da toxicidade
para futuras aplicacdes bioldgicas foi realizada a substituicdo do CTAB, surfactante
utilizado neste método de sintese, pelo copolimero em bloco PEO-PPO, PF127

funcionalizado com o grupo tiol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Modificagdo quimica do PF127, por meio da funcionalizagdo com grupos tiol,
através da reacao de esterificacdo dos grupos terminais do PF127 com o acido
3-mercaptopropiénico (MPA)

o Substituicdo do ligante e estabilizante CTAB dos AuNBs, pelo polimero PF127-
SH e pelo polimero PF127 sem funcionalizacéo.

« Avaliagéo da citotoxicidade do sistema desenvolvido.

3.3 JUSTIFICATIVA

A realizacdo deste trabalho se justifica pelo enorme potencial de utilizacao
dos AuNBs para o tratamento e diagndstico de céncer, problemética com enorme
relevancia para a sociedade atual, tendo em vista que o cancer € uma doenca que
ainda ndo possui tratamento satisfatorio e que os tratamentos existentes sdo muito
agressivos, invasivos e com uma série de efeitos colaterais graves. Além disso,
deve-se tomar proveito do fato de que os AuNBs podem ser utilizados para o
desenvolvimento de nanoplataformas multifuncionais, que possibilitam carreamento
de farmacos para realizacdo de quimioterapia ou FSs para realizacdo de TFD, bem
como tratamento por hipertermia e, ainda, permitindo um diagndstico mais especifico
de cancer. Essas terapias, quando combinadas, mostram-se muito mais eficazes no

desenvolvimento de novas opc¢des terandsticas contra cancer.
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4 METODOS
4.1 FUNCIONALIZA(}AO DO PF127

O método utilizado para a modificacdo dos grupos terminais do PF127
(Sigma-Aldrich®) com grupos tidis baseia-se em uma adaptacao do método descrito
por SANTOS (2015), que utiliza acido tioglicolico, para a reag¢do de esterificacdo
entre 0 P127 e o acido 3-mercaptopropidnico (MPA) Sigma-Aldrich®.

Em um baldo volumétrico de 500 mL, foram adicionados 15 g (1,2 mmol) de
PF127, sendo posteriormente solubilizados em 250 mL de tolueno a temperatura
ambiente. Foram entdo adicionados 2 mL de MPA (24 mmol), que se traduziu em
um excesso molar de 20 vezes do funcionalizante em relagdo ao polimero. Um
sistema de refluxo foi conectado ao baldo, juntamente com o aparato Dean-Stark,
que permite remocdo da umidade do PF127 do sistema durante a reacao, por meio
de destilacdo azeotropica. O sistema foi aquecido a temperatura de 115 °C em
banho de silicone e mantido sob refluxo durante 24 h (Figura 5a). Apés este periodo,
a solucao foi rotaevaporada (Figura 5b) até a secagem, sendo o produto obtido
redissolvido em cloroféormio (25 mL) e precipitado em éter etilico (150 mL) a 4 °C,
formando entdo um precipitado branco (Figura 5c). O sobrenadante foi retirado por
meio de filtracdo a vacuo e o corpo de fundo foi seco em dessecador sob vacuo a

temperatura ambiente.

Figura 5. Funcionalizacdo do P127 a) Sistema reacional, b) Rotaevaporacéo, c) precipitacéo do
polimero

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4.2 SINTESE DOS NANOBASTOES DE OURO

Os AuNBs foram preparados pela metodologia descrita por NIKOOBAKHT e
EL-SAYED (2003), com pequenas modificacbes. Esta metodologia consiste no
preparo prévio de nanoparticulas esféricas que atuam como sementes no posterior
crescimento dos AuNBs. Todas as vidrarias foram previamente limpas com agua
régia (3HCI/IHNO3) e enxaguadas 4 vezes com agua Milli Q com o objetivo de

remover qualquer tipo residuos metalicos nas vidrarias.

4.2.1 Preparo das nanoparticulas sementes

As solucbes de CTAB (Sigma-Aldrich®) 200 mM, NaBHa4 (Sigma-Aldrich®) 10
mM e HAuCls (Tetracloreto de ouro trihidratado, Sigma-Aldrich®) 0,5 mM foram
preparadas previamente, utilizando a 4gua como solvente. Adicionou-se 5 mL do
surfactante CTAB 200 mM a 5 mL de HAuCl4 0,5 mM e agitou-se levemente,
obtendo-se uma solucéo de cor ambar. Em seguida, foram adicionados a solucdo 60
UL de NaBHs4 10mM refrigerada a 4 °C, mantendo esta solucdo sob agitagédo
vigorosa por 1 minuto. O NaBH4 € um forte agente redutor que, ao ser adicionado,
torna solucdo cor marrom clara, indicando o processo de reducédo do Au®* a AuC.
Esta solucdo foi deixada em repouso por 2 h para garantir a formacdo das

sementes.

4.2.2 Crescimento dos nanobastdes de ouro

As solucdes de CTAB 20 mM, HAuCls 1 mM, AgNOs (Sigma-Aldrich®) 4 mM e
acido L-ascorbico (Sigma-Aldrich®) 80 mM foram preparadas previamente,
utilizando 4gua como solvente. Foi preparada uma solucao adicionando-se 5 mL de
HAuCls 1 mM a 5mL de CTAB 200 mM e agitando-se levemente, obtendo-se uma
solucéo de cor ambar. A esta solucdo, foram adicionados 350uL de AgNOs 4 mM. O
AgNOs é utilizado pois contribui para o controle da razdo de aspecto dos AuNBs,
devido a sua deposicao seletiva nas facetas longitudinais da particula (MEHTALA et
al., 2014). Para reduzir o ouro de Au®* a Au*, 90pL &cido L-ascérbico 80 mM, que é
um agente redutor intermediério, foram adicionados a solucdo. Esta reducdo pode
ser confirmada devido a mudanca de cor da solucdo da cor ambar para transldcida.

Finalmente, 80 pL da solugédo semente foram adicionados a esta solugéo, resultando
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na segunda reducdo de ouro de Au* para Au® que se posiciona na superficie das
sementes. A solucdo obtida foi deixada em repouso por 4 horas sob temperatura
controlada (27 a 30 °C) para o crescimento dos AuNBs. A solu¢cdo comeca a mudar
de cor gradativamente apdés cerca de dez minutos de repouso, passando de

translicida a marrom alaranjado.

4.3 RECOBRIMENTO DOS NANOBASTOES DE OURO COM PF127® E PF127-
SH

As suspensbes de AuNBs revestidas com PF127 e PF127-SH foram
preparadas ap0s dois processos de lavagem com agua dos AuNBs-CTAB, seguidos
por centrifugacdo (Micro Centrifuga Eppendorf 5415 C) a 14 000 rpm, 5 minutos e
posterior ressuspensdo em agua, objetivando a remocdo do CTAB em excesso.
Apébs a segunda lavagem e centrifugacao, o sobrenadante foi removido e seguiu-se
com a adicao de solucdes de PF127 e PF127-SH em diferentes concentracoes (0,8
mM; 1,6mM; 2,4 mM). O volume de solucdo polimérica adicionado foi 0 mesmo da
solucéo original de AUNBs-CTAB (Densidade optica (DO)790 = 1,0). As suspensdes
resultantes de AuNBs-PF127 foram deixadas em repouso por 1 h para que o
polimero interagisse com o CTAB ligado aos AuNBs, formando uma camada
externa, blindando o CTAB (GOH et al, 2012; GONG et al., 2014). Ja as
suspensodes resultantes de AuNBs-PF127-SH ficaram sob agitagao vigorosa por 4 h,
para, neste caso, favorecer a saida do CTAB ligado aos AuNBs e a sua substituicao
por PF127-SH. Finalmente, as suspensdes de AuNBs foram centrifugadas e

ressuspensas em agua, objetivando a remoc¢ao de Pluronic em excesso.

4.4 CULTURA DE CELULAS E CITOTOXICIDADE

As diferentes composicdes de AuNBs (AuNRs-CTAB, AuNRs-F127 e AuNRs-
F127-SH e os polimeros PF127 e PF127-SH) foram testadas com a finalidade de
comparar a citotoxicidade das amostras na linhagem celular humana NSCLC
(cancer de pulmdo de células grandes) H460 (BANKS-SCHLEGEL; GAZDAR,;
HARRIS, 1985). A viabilidade celular foi quantificada por ensaio de conversao de
brometo de 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolio (MTT, Sigma-
Aldrich®) (MOSMANN, 1983). O método MTT mede a atividade mitocondrial de

células viaveis, sendo sensivel para avaliar a citotoxidade e a atividade celular
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(MOSMANN, 1983). O principio deste método consiste na absorcdo do sal MTT
pelas células, o qual é reduzido no interior da mitocéndria a um produto chamado
formazan. Este produto de coloracédo purpura € acumulado dentro da célula e apés
solubilizacdo no solvente dimetilsulféxido (DMSO) pode ser quantificado em
espectrofotometro do tipo ELISA (A = 490 nm). AlteragGes na atividade mitocondrial
celular resultam em mudangas na quantidade de formazam produzido e,
consequentemente na absorbancia, permitindo a quantificacdo da citotoxidade do
tratamento de maneira indireta (MOSMANN, 1983).

As células foram inicialmente cultivadas em frascos de 25 cm?com 5 mL de
DMEM High glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Gibco™) suplementado
com 10% de FBS (Soro Fetal Bovino; Gibco™) inativado, 1% de Penicilina-
Estreptomicina (10,000 U/mL Gibco™) e encubadas a 37 °C em atmosfera Umida
com 5% de CO2. As monocamadas de células lavadas com HBSS (Solucdo Salina
Balanceada de Hanks'; Gibco™) foram tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0.5%; Gibco™)
e 5x103 células/pogo foram semeadas em placas de 96 pogos com 100 yL de DMEM
10% FBS, incubadas por 24 h e o meio foi substituido com meio fresco com as
diferentes concentragcbes dos compostos testados, PF127 e PF127-SH (0,8 mM,
1,6mM e 2,4 mM), AuNBs-CTAB, AuNBs-PF127 e AuNBs-PF127-SH (10 pL de
suspensao por pogo, normalizados com DO79=1.0), para os testes de conversao de
MTT, depois de 24, 48 e 72 h de tratamento, como indicado. Como controles
negativos foram utilizados pocos néo tratados (NT) e NT somente com agua. Depois
da incubacgéo, 10 yL da solugdo de MTT (Sigma-Aldrich®) 5 mg/mL PBS 1X foram
adicionados e encubados por 2 horas. A fase liquida foi descartada e o formazan foi
solubilizado em 100 pl de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich®) para leitura das
placas em SpectraMax® M2 ODago(Molecular Devices Corp.). Todos os testes foram
feitos em quadruplicata, para cada amostra e controle (Figura 6). Os dados estéo
presentes como a porcentagem das leituras para os tratamentos de controle.
Quando calculada, a diferenca significativa na quantificacdo foi determinada pelo
teste t de Student. Conforme recomendado, todas as solucdes foram filtradas
usando filtros de 0,1 ym e as culturas foram testadas por PCR e confirmadas como
livres de Mycoplasma (FRESHNEY, 2005)

Figura 6. Placas de 24h de tratamento com as respectivas amostras ap0s a solubilizacdo do

formazam com DMSO.
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45 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
4.5.1 Ressonéancia magnética nuclear

Os espectros de *H RMN (Ressonanica Magnética Nuclear) das amostras de
PF127 e PF127-SH foram realizadas no Instituto de Macromoléculas Professora
Eloisa Mano (IMA) - UFRJ, no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, em
um equipamento Varian Mercury VX 300 operando a 300 MHz. Os espectros foram
obtidos utilizando uma sonda universal de 5 mm. 15 mg do polimero foram
solubilizados em 0,6 mL de CDCLs e transferidos para tubo de 5 mm. Utilizou-se
TMS como padrdo interno (Bd=0 ppm) para os deslocamentos quimicos do 'H. A
largura espectral utilizada foi de 5408 Hz (~14ppm) e 64 K (resolugéo digital de 0,1
Hz) para numero de pontos de dados de 27082,6 Hz, com tempo de aquisicdo de
2.5 s. Os espectros foram processados utilizando o programa MestreNova (verséo

11.02 - MestreLab-Espanha) utilizando um exponencial de 0,1 Hz.
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4.5.2 Espectroscopiade infravermelhos com transformadas de Fourier

As medidas de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) das amostras de PF127 e PF127-SH foram realizadas no Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano (IMA) - UFRJ, Laborat6rio multiusuario, em
um equipamento Seérie Excalibur Varian Associated FT-IR 3100 no modo

transmitancia.

4.5.3 Espectroscopia de absorcdo molecular no Visivel

As amostras de AuNBs foram analisadas por espectroscopia de absorgéo no
visivel (Vis) em um equipamento da marca JASCO modelo V-630, na faixa de
comprimento de onda de 400 a 1000 nm. As amostras foram colocadas em cubetas

de quartzo para a medicdo e a agua Milli - Q foi utilizada como referéncia.

4.5.4 Espalhamento de luz dindmico

O diametro hidrodindmico aparente dos AuNBs foi medido por espalhamento
de luz dinamico (DLS) no equipamento Zetasizer Nano S, Malvern, comprimento de
onda do feixe 632,8nm, angulo de medida 173°, localizado no Laboratério de
Desenvolvimento Galénio, Faculdade de Farmacia, UFRJ, utilizando temperatura de
25,0 ° C, agua Milli Q como dispersante e cubetas de poliestireno descartaveis. A
distribuicdo por numero foi obtida através do algoritmo CONTIN aplicado para

realizar o ajuste das funcdes de autocorrelagéo.

4.5.5 Potencial zeta

O potencial zeta dos AuNBs (D.O. = 1,0) foi medido no equipamento Zetasizer
Nano ZS90, Malvern, a temperatura de 25,0 °C, e utilizando cubetas com eletrodo
descartaveis, localizado no IMA, UFRJ.

4.5.6 Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmissao (TEM) foi utilizada para caracterizar
as formas dos AuNBs. As amostras para a realizacdo das micrografias obtidas por
TEM foram preparadas em grades de cobre revestidas com Formvar, secas ao ar e
observadas em um JEOL 2100F operado a 200 kV, localizado no Centro Brasileiro

de Pesquisas Fisicas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 FUNCIONALIZAC}AO DO PF127

O PF127-SH foi obtido por reacédo de esterificacdo entre o acido carboxilico
do acido 3-mercaptopropidnico (MPA) e os grupos hidroxila terminais dos blocos

PEO do copolimero PF127. A rea¢do quimica € representa na Figura 7.

Figura 7. Reacao de estereficacdo entre PF127, copolimero tribloco composto por PEO-PPO-PEO e
MPA, dando origem ao PF127-SH.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A Figura 8 apresenta o espectro de H-NMR da amostra original (PF127) e da
amostra funcionalizada (PF127-SH). O espectro *H-NMR do PF127-SH apresenta
sinais tipicos do polimero PF127, incluindo os picos a (6 ~ 3,59 — 3,68 ppm - CHz2do
PEO), b (6 ~3,5- 3,57 ppm - CH2 do PPO), ¢ (6 ~ 3,37-3,48 ppm - CH do PPO), e d
(® ~1,12 — 1,17 ppm - CHs do PPO). Sinais adicionais apareceram no PF127-SH:
dois tripletes associados aos grupos metileno adjacentes (e, f) do MPA. Estes
pequenos tripletes entre 2,65 e 2,85 ppm pertencem ao MPA ligado ao PF127,
estando de acordo com Schuetze e colaboradores (SCHUETZE et al., 2016), com
um pequeno deslocamento (0,1 ppm) no NoSso espectro como resultado da ligagéao
do MPA a cadeia do polimero.

Os espectros obtidos pela técnica de FT-IR do PF127 e PF127-SH também
indicam sucesso na modificagcdo quimica do polimero PF127 (Figura 9). A andlise
comparativa dos espectros de PF127-SH e PF127 mostra uma nova banda de
absorcdo em 1732 cm, correspondente ao modo caracteristico do grupo éster
(SILVERSTEIN et al., 2014) do recém-formado no PF127-SH, que n&o esta presente
no polimero original, conforme indicado na Figura 9. Esta banda de absorcéo indica
claramente a ocorréncia da reacéo de esterificacdo. Portanto, os grupos terminais de
hidroxila dos blocos de PEO do PF127 foram covalentemente ligadas ao MPA,
formando o PF127-SH, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 7. As

bandas de absorcdo em 2882 cm? e 1100 cm™ sdo atribuidas a vibracGes de
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estiramento de CH e CO do PF127, e permanecem intactas no polimero na forma
original de modificada. Adicionalmente, os estiramentos S-H sao intrinsicamente
pouco intensos (SILVERSTEIN et al., 2014) e, consequentemente, nao foram
observados no espectro FT-IR do PF127-SH.

Figura 8. Espectros 'HNMR do PF127 e PF127-SH.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Figura 9. Espectro FT-IR do PF127 e PF127-SH, mostrando a banda de transmitancia do PF127-SH,
gue esté relacionado com o ester formado no PF127-SH, depois da funcionalizagdo com MPA.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.2 PREPARO DOS NANOBASTOES DE OURO

O método de crescimento mediado por sementes foi utilizado para sintetizar
AuNBs com banda TPR em 510 nm e banda SPR em 780-790 nm, com razdo de
aspecto de 3,9. Este método utiliza pequenas "particulas de sementes" que séo
primeiramente sintetizadas a partir de sal de ouro e de agentes redutores fortes para
promover rapidamente a formacdo de NPs pequenas e isotrOpicas (sementes).
Posteriormente as sementes sdo adicionadas a uma solucdo de crescimento
contendo sal adicional, um agente redutor fraco (acido ascoérbico) e um "agente
direcionador da estrutura” (CTAB) para controlar o formato final das particulas
(MURPHY et al., 2011; NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

A funcdo do CTAB é de se adsorver a determinadas faces das particulas de

sementes em crescimento, bloqueando o crescimento de cristais ao longo de certas



49

direcbes durante a lenta reducdo (MURPHY et al., 2005), finalmente levando a
formacao de AuNBs, com uma camada dupla positiva de CTAB cobrindo a superficie
(Figura 11a) (MURPHY et al., 2011; NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

Uma grande fracdo de moléculas de CTAB pode ser removida da superficie
dos AuNBs por multiplas etapas de lavagem com agua e centrifugacdo. No entanto,
estas etapas de lavagem afetam a estabilidade dos AuNBs e fazem com que estes
se agreguem em precipitados na solucdo. Sabe-se que as moléculas de CTAB
atuam como surfactantes para passivar a superficie das particulas e manter a
estabilidade sua coloidal. A remo¢do de CTAB da superficie da particula de ouro
resulta na desatibilizagdo das nanoparticulas em meio aquoso e formacdo de
agregados. Para entender melhor este processo, espectros na regidao do visivel
foram obtidos para amostras de AUNBs-CTAB antes e depois de diferentes etapas
de lavagens. A Figura 10 apresenta os espectros de AuUNBs em diferentes estagios
dos tratamentos de lavagem. A comparacdo do espectro dos AuNBs recém-
sintetizados e dos AuNBs tratados por lavagem para remoc¢édo do CTAB revelou que
o terceiro ciclo de lavagem causou alargamento nas bandas de ressonancia de
plasmon e um ligeiro desvio do pico do LPR para o vermelho. Além disso, um
aumento consideravel na intensidade do pico do TPR apds a terceira rodada de
lavagem indica a perda de estabilidade e possivel formacdo de agregados, de
acordo com GONG et al. (2014). Os resultados obtidos pelos espectros corroboram
com os resultados observados no DLS, que sugerem a formacao de agregados apos
a terceira lavagem das amostras de AuNBs-CTAB. Por este motivo, as suspensoes
de AuNBs-CTAB foram lavadas apenas 2 vezes antes do revestimento com o0s

polimeros.
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Figura 10. Espectro de absorcéo no VIS dos AuNBs-CTAB imediatamente pds a sintese e ap6s 1, 2

e 3 lavagens.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.3 RECOBRIMENTO DOS NANOBASTOES DE OURO COM O PF127 E
CARACTERIZACAO

O PF127-SH foi usado para substituir as moléculas de CTAB da superficie do
AuNBs com a finalidade de melhorar a biocompatibilidade de AuNBs para aplicacdes
biolégicas.

Ja foi relatado anteriormente que o bloco de PPO (hidrofébico) do PF127
pode interagir com a cauda hidrofébica do CTAB presente na superficie dos AuNBs,
formando um complexo estavel (AuNBs-CTAB-polimero) com menor toxicidade do
que os AuNBs-CTAB (Figura 11) (GOH et al., 2012; GONG et al., 2014). No entanto,
0 PF127 se adsorve aos AuNBs por meio de interagcdes intermoleculares entre seu
bloco hidrofébico de PPO e a cadeia hidrofilica do CTAB (GONG et al., 2014), e as
moléculas de CTAB podem permear entre os AuNBs e o0 PF127, acarretando em um
processo difusional que pode comprometer o uso deste complexo em organismos
vivos, devido a alta toxicidade do CTAB. Esta abordagem utilizando o PF127

recobrindo com o CTAB foi utilizada como controle neste trabalho.
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Figura 11. a) CTAB como agente indutor de estrutura durante a formac¢do dos AuNRs. b) O bloco
PPO do PF127 se liga com a cauda hidrofébica do CTAB por intera¢des hidrofébicas, encapsulando
0s AuNRs.
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Fonte: (GOH et al., 2012)

No presente trabalho, visando garantir que a maioria das moléculas de CTAB
fossem removidas dos AuNBSs, os grupos terminais do PF127 foram funcionalizados
com grupos tidis, que possuem forte afinidade por ouro e podem assim se ligar
covalentemente aos AuNBs ( ligacdo S-Au ), substituindo o CTAB com mais
eficiéncia (Figura 12b), fornecendo estabilidade coloidal e Optica, e removendo o
CTAB do sistema (PENSA et al., 2012). Estratégias similares ja foram utilizadas por
outros pesquisadores, empregando polimeros diversos, como 0 PEG (GONG et al.,
2014), policaprolactona (PCL) (KO et al., 2016) e quitosana (ALMADA et al., 2017),
também objetivando a troca do CTAB ligado aos AuNBs.
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Figura 12. a) AuNBs recobertos por CTAB obtido por crescimento mediado por sementes, b) AUNBs
recobertos por PF127, onde os blocos de PEO terminados com tiol de PF127 ligam-se a ouro,
encapsulando AuNBs, favorecendo a saida co CTAB.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A Figura 13 apresenta as micrografias obtidas por TEM dos sistemas em
estudo. As imagens indicaram que os AuNBs sintetizados revestidos por CTAB,
PF127 ou PF127-SH, preservaram o tamanho e forma, permanecendo similares.
Além disso, os espectros dos AuNBs na regido visivel também indicam que os
polimeros utilizados no revestimento ndo afetaram as propriedades dos AuNBs,
porque nao ha alteracdo nas bandas de ressonancia de plasmons das suspensdes
de AuNBs-PF127 e AuNBs-PF127-SH (Figura 14). Conforme mostra a Figura 15, a
cor da suspensdo também permaneceu constante antes (AuNBs-CTAB) e ap0s o
revestimento dos AuNBs com os polimeros. Estes resultados corroboram com as
imagens obtidas por TEM, indicando que os polimeros ndo alteram as dimensdes
dos AuNBs e ndo causam agregacdo, matendo sua estabilidade. Sendo assim, a
funcionalizacdo de AuNBs com moléculas PF127 ou PF127-SH se mostrou
adequada para utilizacdo na engenharia da superficie de particulas de ouro,
considerando o aspecto tamanho/formato obtido nas micrografias, 0s espectros

obtidos por espectroscopia no VIS e a coloracédo das amostras.
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Figura 13. Micrografias obtidas por TEM. a) AUNRs-CTAB, b) AuUNRs-PF127 e c) AuNRs-PF127-SH

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.



Figura 14. Espectro de varredura na regido do VIS dos AuNBs-CTAB, AuNBs-PF127 e AuNBs-
PF127-SH nas diferentes concentracdes (0,8; 1,6; 2,4AMm) das misturas reacionais.
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Figura 15. Suspensdes de a) AUNBs-CTAB; b) AUNBs-PF127; c) AuNBs-PF127-SH

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Buscando avaliar a estabilidade coloidal da suspensao de AuNBs-PF127-SH
em temperatura ambiente ao longo do tempo, os espectros eletronicos foram
monitorados a cada 15 dias por 60 dias. Os resultados revelaram que esta
suspensao permaneceu estavel por pelo menos 45 dias. No entanto, a estabilidade
é perdida apés 60 dias nas condi¢cdes avaliadas. Isto pode ser sugerido com base no
alargamento das bandas de ressonancia de plasmons no espectro, conforme

mostrado na Figura 16, e pela precipitacdo visivel de algumas particulas.

Figura 16. Espectro na regido do Vis ao longo do tempo para monitoramento da estabilidade coloidal
dos AuNBs-PF127-SH.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Embora o revestimento organico ndo seja visivel nas micrografias obtidas por
TEM, medidas de espalhamento de luz dindmico das particulas foram realizadas
para obtencdo do diametro hidrodinamico dos AuNBs antes e apds revestimento
com os polimeros PF127 e PF127-SH. As fun¢cbes de autocorrelacdo obtidas sao
reprodutiveis e utilizadas para calcular a distribuicdo de tamanho em funcdo da
intensidade da luz difusa (Figura 17), através do algoritmo CONTIN. Para todas as
amostras, a distribuicAo exibe duas populacbes com diferentes diametros
hidrodindmicos. Isto pode ser relacionado ao fato de as nanoparticulas serem
anisométricas, resultando em dois tempos de decaimento diferentes: um tempo
correspondendo ao movimento translacional e outro ao movimento rotacional. Como
as aproximacdes DLS consideram as nanoparticulas como esferas rigidas, os
tamanhos obtidos no presente estudo sdo mostrados em termos de diametro
hidrodinamico aparente.

A comparacao da amostra original de AuUNBs-CTAB com amostras de AuNBs-
PF127 e AuNBs-PF127-SH mostra um discreto aumento no tamanho, indicando que
0s objetos sdo maiores ap6s o revestimento e que moléculas de polimero formam
uma camada externa em AuNBs. O aumento no tamanho néo é substancial para ser
relacionado a agregacdo de nanoparticulas, como mostrado na Tabela 1. A
diferenca observada entre AuNBs-PF127 e AuNBs-PF127-SH pode estar
relacionada ao mecanismo de revestimento de cada polimero. Para AUNBs-PF127,
os grupos PPO hidrofébicos interagem com as cadeias hidrofébicas CTAB, de modo
que o bloco PPO envolve as nanoparticulas e somente as cadeias de PEO seréo
estendidas para o meio aquoso, levando a um aumento discreto no tamanho das
particulas 23. Por outro lado, para AuNBs-PF127-SH, pode-se considerar que as
moléculas HS- (PEO-PPO-PEO)-SH podem assumir pelo menos duas configuracdes
possiveis. Na primeira hipétese, ambos os grupos -SH estdo ligados ao mesmo
AuNB, expondo os blocos de PPO para interagir com outro bloco de PPO de outra
nanoparticula, o que provavelmente levaria & agregacdo. Na segunda hipotese,
apenas um grupo -SH é ligado a um AuNB permitindo que a cadeia polimérica se
estigue e levando a uma boa estabilizacdo em meio aquoso, enquanto 0 outro grupo
—SH provavelmente seria oxidado. De fato, considerando o pequeno aumento no
diametro hidrodindmico, pode-se supor que a maioria das moléculas HS-(PEO-PPO-

PEO)-SH se organizam de acordo com a segunda possibilidade. O esquema 1
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mostra as estruturas sugeridas para AuNBs-CTAB e AuNBs-PF127-SH,
desconsiderando alguns residuos de CTAB nas particulas funcionalizadas.
Adicionalmente, tal como apresentado na Tabela 1, o didametro hidrodinamico médio
de AuNBs ndo aumenta consideravelmente quando a concentracdo de PF127 e
PF127-SH na mistura reaccional € aumentada (de 0,8 mM para 2,4 mM). Portanto, a
quantidade de polimero utilizado ndo afeta o tamanho hidrodindmico das particulas.

Figura 17. Distribuigdo de tamanho por intensidade obtida pelo “Distribuition Fit” no DLS

——— AuNBs-CTAB AuNBs-F127-SH —— AuNBs-F127
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A encapsulacao dos AUNBs-CTAB com o polimero PF127, e a troca de CTAB
por PF127-SH, foram prontamente discerniveis por medidas eletrocinéticas. O valor
do potencial zeta foi de 47 + 1 mV para AuNBs-CTAB, 17,6 £ 0,4 mV para AuNBs-
PF127 e 6,3 + 0,7 mV para AuNBs-PF127-SH, indicando que os AuNBs se tornaram
menos positivos (Figura 18) apdés o recobrimento com polimeros. O PF127 é um
polimero ndo idnico e, portanto, a reducdo da carga positiva pode ser associada a
remocao do CTAB. Este efeito, que é ainda maior quando revestido com PF-127-SH,

confirmando a maior eficiéncia dos grupos tidis na substituicdo do CTAB.
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Tabela 1. Diametro hidrodindmico aparente (Dh, ap) das duas popula¢cdes de diferentes amostras de

AUNBs.

Dn,ap 12 Dh,ap 22
papulagéo DP papulagéo DP
(nm) (nm)
AuNBs-CTAB 1,53 0,02 64 1
AuNBs-PF127 0,8 mM 3,34 0,02 73,9 0,8
AuNBs-PF127 1,6 mM 3,55 0,03 77,0 0,9
AuNBs-PF127 2,4 mM 3,71 0,08 78 2
AuNBs-PF127-SH 0,8 mM 3,61 0,04 87 4
AuNBs-PF127-SH 1,6 mM 4,10 0,06 88 2
AuNBs-PF127-SH 2,4 mM 4,31 0,04 86 1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Figura 18. Carga da superficie (expressa como potencial zeta) dos AuNBs-CTAB, AuNBs-PF127

(2,4mM) e AUNBs-PF127-SH (2,4mM).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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5.4 VIABILIDADE CELULAR E CITOTOXICIDADE

Para a realizacdo dos testes de viabilidade celular e citotoxicidade, as
concentracfes de todas as amostras de AuNBs foram padronizadas para atingir um
valor de OD7o0o = 1,0. Para a realizacdo dos testes de viabilidade celular e
citotoxicidade todas as amostras de AuNBs foram normalizadas para um valor de
OD790 = 1,0. Uma andlise comparativa da citotoxicidade de cada formulacdo de
AuNBs mostrou que o complexo AuNBs-F127-SH reduziu significativamente o efeito
citotoxico das NPs nas células humanas (Figura 19), reforcando seu potencial para
aplicacbes biomédicas.

Solu¢des com diferentes concentracdes de PF127 e PF127-SH (0,8 mM; 1,6
mM; 2,4 mM) foram incubadas com AuNBs estabilizados com CTAB, produzindo
assim formulacdes de AuNBs com diferentes coberturas superficiais de PF127 ou
PF127-SH. Todas as amostras de AuNBs foram utilizadas apds dois ciclos de
lavagem e centrifugacdo para maior remoc¢ao do excesso de CTAB nao ligado, no
entanto, este procedimento de lavagem nao remove todas as moléculas de CTAB da
suspensao de AuNBs, pois mais lavagens fazem com que estabilidade da particula
seja perdida.

A alta citotoxicidade dos AuNBs-CTAB nas células H460 evidencia que o
CTAB permanece nos AuNBs (viabilidade de 24,3% apds 24h; viabilidade de 7,3%
apos 48h; viabilidade de 4,9% apds 72h de tratamento; Figura 19a). Uma vez que as
particulas se tornam instaveis na auséncia de surfactante de CTAB, nenhuma
lavagem adicional seria recomendada como uma tentativa de reduzir a toxicidade de
AuNBs-CTAB. A viabilidade celular de AuNBs funcionalizada com diferentes
concentracfes de PF127 ou PF127-SH mostra que a funcionalizacdo da superficie
de AuNBs com estes polimeros reduz dramaticamente a citotoxicidade da
formulacdo. A viabilidade celular foi preservada em aproximadamente 45 % quando
tratada com AuNBs-PF127 e em 60% quando tratada com AuNRs-PF127-SH 24 h.
Apoés periodos de incubacdo mais longos, 48h e 72h, a viabilidade celular reduziu
consideravelmente para as amostras de AuNBs-PF127, especialmente para as
amostras preparadas com 1,6 mM e 2,4 mM de PF127. A reducéo na citotoxicidade
de AuNBs-PF127 foi anteriormente relatada por Goh et al. e Gong et al. em testes
utilizando células de carcinoma de boca em tratamentos de 24 h (GOH et al., 2012;
GONG et al., 2014). Neste trabalho, mostramos que os AuNBs-PF127-SH melhoram

muito a viabilidade celular: em até cerca de 7 vezes mais, quando comparados aos
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tratamentos AuNRs-PF127; e em até cerca de 10 vezes mais que os AuNRs-CTAB,
para tratamentos de 72 h wusando formulacbes de AuNBs-PF127-SH nas
concentracbes 1,6 mM ou 2,4 mM. A melhoria da compatibilidade celular com
AuNBs-PF127-SH ¢é justificada pela melhora na substituicdo da maioria dos CTAB
ligados aos AuNBSs, favorecendo sua saida, impulsionada pela maior afinidade entre
0 grupo tiol e o ouro. Contrariamente, nos AuNBs-PF127, o CTAB residual
permanece entre 0s AuNBs e o PF127, sendo mais toxico para a célula. Além disso,
como o potencial zeta dos AuNBs-PF127-SH € muito menos positivo do que os dos
AuNBs-PF127 e AuNBs-CTAB (Figura 18), espera-se que O sistema com grupos
tidis cause menos danos a membrana celular. Embora formula¢cdes com diferentes
coberturas superficiais de moléculas de PF127-SH tenham impacto similar sobre a
viabilidade celular (~ 60%) apos tratamentos de 24 h, € evidente que 0 uso de maior
concentracdo de PF127-SH (2,4 mM) minimiza a toxicidade apls exposi¢ao
continua (72 h). Isto sugere que o aumento da concentracdo dos polimeros é
significativamente relevante, possivelmente permitindo arranjos especificos entre o
polimero na superficie das particulas e melhorando a compatibilidade com células
humanas vivas. Alguns estudos relatam que a substituicdo de CTAB por polimeros
funcionalizados com tiol de fato melhora a biocompatibilidade das formulacdes de
AuNBs (ALMADA et al.,, 2017; GONG et al.,, 2014; KHUNSUK et al.,, 2018;
RAYAVARAPU et al., 2010; VONNEMANN et al., 2014). Rayavarapu et al. (2010)
também relatam que os AuNBs recobertos por PEG tém maior biocompatibilidade
em comparacdo com AuNBs revestidos com PSS e AuNBs revestidos com CTAB,
gue mostraram citotoxicidade substancial. Recentemente, Khunsuk et al. (2018)
utilizaram um copolimero zwitteribnico de metacriloiloxietil fosforilcolina (MPC) e
acido metacrilico (MA) com grupos tiol adicionais como um potencial estabilizante
polimérico versatil para AuNBs. Neste trabalho, o MPC-MA foi conjugado com o0s
AuNBs e doxorrubicina, uma droga anticancer com alta toxicidade, e os testes in
vitro sugeriram que, o uso do MPC com terminagdes de tiol ndo apenas melhora a
biocompatibilidade do AUNBs, mas também diminui a toxicidade da doxorrubicina.
Testes controle de citotoxicidade aplicando diretamente os polimeros
modificado (PF127-SH) e ndo modificado (PF127) em diferentes concentracbes
mostraram que esses polimeros isoladamente ndo sdo toxicos para as células,
mesmo 72 h apés o tratamento (Figura 19b). Assim, o efeito citotoxico observado

para 0os AUNBs-PF127 e AuNRs-PF127-SH néo pode ser atribuido aos polimeros.
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Finalmente, sugerimos que a citotoxicidade remanescente das amostras de
AuNBs-PF127-SH se deve aos residuos de CTAB na suspensao ou ainda ligados a
AuNBs, e os esforcos para eliminar a maioria dos efeitos citotoxicos ainda estéo
sendo feitos. Talvez em crescimento lento sem células tumorais os efeitos da

citotoxicidade possam ser menores, e devem ser testados no futuro.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista o grande potencial de utilizacdo dos AuNBs na area
biomédica, principalmente para o desenvolvimento novas opg¢fes de tratamento de
cancer, neste trabalho, os AuNBs foram sintetizados pelo método de crescimento
mediado por sementes e um copolimero em bloco foi utilizado para melhorar sua
biocompatibilidade. A metodologia de crescimento por sementes da origem a AuNBs
com uma dupla camada do surfactante CTAB, que € conhecido por ser
extremamente tOXico aos seres Vivos.

O polimero PF127 foi funcionalizado com grupos tiol em seus grupos
terminais a partir da reacéo de esterificacdo com MPA. Esta modificacdo quimica foi
comprovada a partir de analises de NMR e FT-IR. O objetivo da funcionaliza¢éo do
PF127 com tiol foi a substituicdo do CTAB ligado aos AuNBs, devido a maior
afinidade da ligagéo S-Au.

Foram preparados AuNBs revestidos com PF127-SH, cuja citotoxicidade in
vitro foi significativamente menor em comparacdo aos controles com AuNBs
revestidos com CTAB e AuNBs revestidos PF127 n&o modificado. Os resultados de
potencial zeta mostram diminuicdo da carga das particulas apds o recobrimento com
PF127-SH, estando diretamente relacionado com a reducéo da citotoxicidade destas
particulas para as células testadas. A estabilidade coloidal e éptica dos AuNBs
revestidos com PF127-SH foi mantida, sendo estas caracteristicas comprovadas por
andlises de TEM, DLS e espectroscopia no VIS.

Logo, os AuNBs revestidos com PF127-SH preparados neste trabalho
promove novas oportunidades para o desenvolvimento de nanoplataformas
multifuncionais composta por AuNBs, visando os tratamentos in vivo de cancer que
possibilita 0 emprego de terapias simultaneas para administracdo de drogas/genes,

hipertermia, TFD e diagnéstico.
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Figura 19. Testes de citotoxicidade e viabilidade celular

a) Efeito na viabilidade celular dos AUNBs-CTAB e AuNBs com diferentes concentracdes (0,8 mM; 1,6
mM; 2,4 mM) de moléculas de PF127 e PF-127-SH 24, 48 e 72h apds tratamento. b) Efeito na
percentual em fungédo das células controle ndo tratadas. Significancia considerada significativa p<
0,01. *= diferenca significativa em relacdo aos AUNBs-CTAB para os tratamentos de mesmo tempo.
1= diferenca significativa em relacdo aos AuNBs-PF127 para os tratamentos de mesmo tempo.
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