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RESUMO

O céncer de pele do melanoma, em sua forma maligna, representa a forma mais
agressiva e letal de cancer de pele. A quimioterapia € utilizada no tratamento de
pacientes com melanoma estagio 1V, no entanto, mesmo reduzindo o tamanho dos
tumores, o seu efeito muitas vezes € apenas temporario e podem ocorrer efeitos
colaterais severos. A Temozolomida (TMZ) tem sido prescrita devido a facilidade de
administracdo, tolerabilidade e capacidade conhecida de atravessar a barreira
hematoencefélica. Por outro lado, a mesma ja mostrou hemotoxicidade limitadora de
dose e uma rapida hidrélise, o que acaba por limitar sua eficacia antitumoral. Em outra
mao, estudos recentes tém mostrado que nanoparticulas de ouro (NPAu), com sua
biocompatibilidade e potencial citotoxico em células tumorais, podem vir a ser
combinadas com drogas quimioterdpicas através de adsorcdo eletrostatica ou
ligacdes covalentes, podendo levar a um aprimoramento cooperativo no tratamento ja
existente. Com isso o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do TMZ associado
a NPAu (TNPAu) em linhagem celular de cancer de pele do tipo melanoma B16F10,
bem como em células saudaveis NIH3T3. Para isso, NPAu foram sintetizadas nos
tamanhos de 10, 20 e 30 nm, pelo método de reducéo de citrato e associadas a TMZ
por agitacdo. Em seguida foram caracterizadas por espectrofotometria ultravioleta-
visivel, microscopia eletronica de transmissao, indice de polidispersdo, potencial zeta
e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. A seguir os efeitos
citotoxicos do TMZ, NPAu e TNPAu foram avaliados através do teste de MTT,
utilizando diferentes concentracdes nos periodos de 24, 48 e 72 horas. A
concentracdo inibitéria e o indice de combinacao (sinergia) foram calculadas logo
apos. Avaliou-se também a hemotoxicidade da TMZ e TNPAu através do teste de
hemdlise, bem como o mecanismo de morte celular por citometria de fluxo. Os
resultados mostraram que houve uma interacéo eletrostatica entre TMZ e NPAu, nao
alterando o tamanho e a forma das NPAu. Além disso, a TNPAu foi mais citotoxica em
células B16F10, mas ndo em células NIH3T3, do que a TMZ sozinha. O tratamento
conjunto teve um efeito sinérgico e também hemocompativel. Finalmente, a TNPAu
levou as células B16F10 a apoptose tardia quando comparadas ao controle. Tomados
em conjunto nossos resultados mostraram que o uso da TNPAu levou a resultados
melhores em relacao a citotoxicidade e hemocompatibilidade em células B16F10 com
concentragdes mais baixas de TMZ, bem como se mostrou eficiente na indugéo de
morte celular por apoptose quando comparado ao controle.

Palavras-chaves: antineoplasicos, melanoma, temozolomida, nanoparticulas de
ouro, B16F10, NIH3T3.



ABSTRACT

Melanoma skin cancer, in its malignant form, represents the most aggressive and
lethal form of skin cancer. Chemotherapy is used to treat patients with stage IV
melanoma, however, even reducing the size of tumors, its effect is often only temporary
and severe side effects can occur. Temozolomide (TMZ) has been prescribed because
of its ease of administration, tolerability and known ability to cross the blood-brain
barrier. On the other hand, it has already shown dose-limiting hemotoxicity and rapid
hydrolysis, which ends up limiting its antitumor efficacy. Furthermore, recent studies
have shown that gold nanoparticles (GNP), with their biocompatibility and cytotoxic
potential in tumor cells, can be combined with chemotherapy drugs through
electrostatic adsorption or covalent bonds, which can lead to a cooperative
improvement in treatment already existing. Thus, the aim of this work was to evaluate
the effects of TMZ associated with GNP (TGNP) in melanoma skin cancer cell line
B16F10, as well as in healthy NIH3T3 cells. For this, GNP were synthesized in sizes
of 10, 20 and 30 nm, by the citrate reduction method and associated with TMZ by
shaking. They were then characterized by ultraviolet-visible spectrophotometry,
transmission electron microscopy, polydispersion index, zeta potential and Fourier
transform infrared spectroscopy. Next, the cytotoxic effects of TMZ, GNP and TGNP
were evaluated through the MTT test, using different concentrations in the periods of
24, 48 and 72 hours. The inhibitory concentration and the combination index (synergy)
were calculated soon after. The hemotoxicity of TMZ and TGNP was also evaluated
through the hemolysis test, as well as the mechanism of cell death by flow cytometry.
The results showed that there was an electrostatic interaction between TMZ and GNP,
not changing the size and shape of the GNP. Furthermore, TGNP was more cytotoxic
in B16F10 cells, but not in NIH3T3 cells, than TMZ alone. The conjoint treatment had
a synergistic as well as a hemocompatible effect. Finally, TGNP induced B16F10 cells
to late apoptosis when compared to control. Taken together, our results showed that
the use of TGNP induced to better results regarding cytotoxicity and hemocompatibility
in B16F10 cells with lower concentrations of TMZ, as well as being efficient in inducing
cell death by apoptosis when compared to the control.

Key words: antineoplastics, melanoma, temozolomide, gold nanoparticles, B16F10,
NIH3T3.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

Cancer € uma patologia considerada capaz de provocar um crescimento
celular anormal, invadindo tecidos adjacentes ou distantes, chamado de metastases
(Uehara et al., 1998). Segundo o INCA (2020), o cancer € a segunda principal causa
de morte nos paises economicamente desenvolvidos. Para o Brasil, é estimado 625
mil novos casos de cancer por ano do triénio 2020-2022.

As células cancerigenas sao a base da doenca; elas iniciam e impulsionam
a progressao do tumor, carregando as muta¢gdes oncogénicas e supressoras tumorais
(Hanahan e Weinberg, 2011). A medida que estas células se tornam cada vez mais
anormais, as células velhas ou danificadas sobrevivem quando devem morrer e novas
células se formam quando ndo sdo necessarias (National Cancer Institute, 2015).

As células tumorais possuem ainda como caracteristica o crescimento e a
divisdo celular a uma taxa anormalmente rapida, sendo também pouco diferenciadas,
com membranas e morfologia anormais. Ademais, adquirem a capacidade de formar
seus proprios vasos sanguineos (angiogénese tumoral), com o intuito de melhorar sua
irrigacdo sanguinea (Hanahan e Weinberg, 2011). Além disso, as células
cancerigenas sao capazes de ignorar sinais que normalmente indicam para cessar a
divisdo celular ou que iniciam um processo conhecido como morte celular
programada, ou apoptose. Sinais estes que 0 corpo usa para se livrar de células
desnecessarias (National Cancer Institute, 2015).

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando assim a formacdo de tumores. Atualmente, métodos
como cirurgia, radiacdo, quimioterapia e imunoterapia, direcionados as células
tumorais, tem sido utilizados como tratamento para o cancer. Estas formas de
tratamento séo eficazes em alguns casos, entretanto podem levar a danos teciduais
e em células saudaveis consequentemente (Wang et al., 2018).

Dentre todos os tumores ja descritos, o cancer de pele € o mais frequente
no Brasil, correspondendo a 30% de todos os casos registrados no pais (INCA, 2020).
O mesmo divide se ainda em céancer de pele do tipo ndo melanoma (carcinomas
basocelulares e os espinocelulares), sendo o tipo mais comum e com baixa letalidade,

com ocorréncia de cerca de 177 mil novos casos por ano, e o cancer de pele do tipo
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melanoma, sendo este mais raro e mais agressivo, registrando em torno de 8,4 mil

casos anualmente (Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2020).

1.2 CANCER DE PELE DO TIPO MELANOMA

O cancer de pele do tipo melanoma representa uma neoplasia originada
nos melandcitos ou das células que se desenvolvem a partir destes. Os melandcitos
surgem da crista neural e migram para seus destinos finais na pele, trato uveal,
meninges e mucosa (Kozovska et al., 2016). Este tipo celular é responsavel pela
producdo de melanina, a qual confere a pele sua pigmentacdo, de modo que o
melanoma tende a ser mais frequente em individuos adultos fenotipicamente brancos.
Ja em pessoas de pele negra, 0 melanoma € mais comum em areas claras, como
plantas dos pés e palmas das maos (INCA, 2020).

Embora o melanoma corresponda a apenas cerca de 1% de todos os
tumores malignos que acometem a pele, o melanoma cutdaneo maligno representa a
forma mais agressiva e mortal de cancer de pele. Uma vez instalado o tumor do tipo
melanoma metastatico, o prognostico tende a cair, com uma taxa meédia de sobrevida
de aproximadamente 6 meses (Domingues et al., 2018; Leonardi et al., 2018).

Em um ambiente fisiolégico normal, o crescimento de melandcitos é
regulado por secre¢des de queratindcitos (Millet et al., 2017). Devido a mutagcdes em
genes-chave que regulam o crescimento celular, os melanécitos séo incapazes de
responder adequadamente as indicacdes reguladoras dos queratindcitos, levando a
um crescimento anormal (Millet et al.,, 2017; Mabeta, 2020). Varios estudos
demonstraram que a disseminacdo do melanoma €é o resultado de mutacbes
genéticas e alteragbes microambientais do tumor, caracterizadas pela
superexpressao de proteinas capazes de favorecer a invaséo tumoral e a infiltracao
circundante (Chiriboga et al., 2016; Leonardi et al., 2018).

O melanoma pode ainda ser classificado na populac&o caucasiana por sua
origem na pele exposta em excesso ao sol, de forma cronica ou intermitente, que se
traduz em diferentes locais de origem, grau de exposi¢cao cumulativa aos raios Ultra
Violeta (UV), idade ao diagnéstico, tipos de fatores oncogénicos e carga mutacional
(Candido et al., 2014). De fato, os melanomas na pele cronicamente exposta ao sol
geralmente aparecem em individuos mais velhos (> 55 anos), em areas mais expostas

ao sol, como cabeca e pescoco, bem como na regido dorsal das extremidades
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superiores. Os principais fatores genéticos sdo o proto-oncogene B-Raf (BRAF), as
mutacBes na neurofibromina 1 (NF1) e NRAS, e geralmente estes melanomas
apresentam uma alta carga mutacional relacionada a exposicéo aos raios UV (Bastian
et al.,2014; Candido et al., 2014). Por outro lado, o0 melanoma associado a casos
intermitentes de pele exposta ao sol ocorre em individuos mais jovens (<55 anos), em
areas menos expostas ao sol, como o tronco e as extremidades proximais, e
geralmente estdo associadas ao BRAF V600E e a uma menor carga mutacional
(Bastian et al.,2014; Leonardi et al.,2018). J& foi relatado que a mutacdo no gene
BRAF desempenha um papel significativo no desenvolvimento do melanoma levando
a ativacao constitutiva da via RAS/RAF/MEK/ERK. Esta via € uma cascata de
transducdo de sinal que participa da regulacdo de diversos processos, como
apoptose, progressao do ciclo celular, diferenciacao e proliferacéo celular (Roskoski,
2010; Kozovska et al., 2016).

Muitas das mutacdes sdo encontradas em associacdo com subconjuntos
clinicos ou histopatoldgicos especificos de lesdes, apoiando fortemente a nocao de
tipos biologicamente distintos de neoplasias melanociticas (Bastian et al., 2014). A
caracterizacdo histologica (Figura 1) é a base atual do diagnostico de neoplasia

melanocitica e a definicdo de seu potencial maligno.

Figura 1: Corte histolégico indicando area pigmentada (melanética), onde as células neoplasicas
produzem abundante melanina. Fonte: Anatpat, (2020).

Os estagios do melanoma véao de 0, onde o melanoma néo se desenvolveu
além da epiderme e é geralmente tratado com cirurgia até o estagio IV, quando o
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mesmo ja é metastatico (Figura 2) (Pflugfelder et al., 2013; Skin Cancer Foundation,
2020).
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Figura 2: Estagios do melanoma cutaneo. Inicialmente h& grande proliferacéo celular dos melandcitos

devido a alteracdes genéticas frequentemente oriundas de exposicdo intermitente a radiacao
ultravioleta. Esse crescimento celular anormal é acentuado na epiderme (in situ), sofrendo aumento de
tamanho radial e, por fim, vertical até atingir camadas inferiores da pele. Assim, o cancer encontra a
corrente sanguinea, o sistema linfatico e tecidos vizinhos, se espalhando por outras partes do corpo.

1.3 TRATAMENTO

A resseccdo cirdrgica é o tratamento primario de todos os estagios do
melanoma, entretanto a radioterapia e a quimioterapia também podem ser utilizadas
como terapias adjuvantes conforme o estagio da doenca, local do tumor, estado geral
de saude do paciente, assim como determinadas caracteristicas do proprio cancer. A
terapia adjuvante inclui: imunoterapia (vacinas para melanoma, interferons, IL-2),
terapia de radiacdo, quimioterapia e bioquimioterapia (combinacédo de quimioterapia
com terapia com citocinas) (Kozovska et al., 2016; INCA 2020).

Com a progressdo da doenca ap0s o recebimento da imunoterapia, a
quimioterapia é a proxima opcao, dada a atual falta de terapias direcionadas para
melanomas sem mutagdes BRAF, NRAS ou KIT (Wilson e Schuchter, 2016). A
guimioterapia pode ajudar alguns pacientes com melanoma estagio IV com
medicamentos como a Dacarbazina, Paclitaxel e a Temozolomida (TMZ). Esses
medicamentos podem ser administrados sozinhos ou em combinagdo com outros
farmacos (American Cancer Society, 2018). No entanto, apesar de reduzir o tamanho
dos tumores, o efeito da quimioterapia, muitas vezes, é apenas temporario e pode

causar efeitos colaterais importantes, tais como alopecia, cefaleia, nduseas e vomitos
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e mielossupressao, incluindo linfopenia e trombocitopenia, em virtude das altas
dosagens administradas (Agarwala et al., 2004).

A TMZ é um agente alquilante, que atualmente é um medicamento de
segunda linha para o cancer de pele do tipo melanoma. Em contraste com a
Dacarbazina, pode atravessar a barreira hematoencefalica, sendo efetivo até mesmo

em metastases cerebrais (Dianzani et al., 2020).

1.4 TEMOZOLOMIDA

A TMZ é um dos quimioterapicos utilizados em pacientes com melanoma
metastatico (Chen et al., 2019), o qual possui caracteristica lipofilica, ndo sendo
afetado pelo pH estomacal, mas rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal. J&
no sangue e outros tecidos, ela é primeiramente hidrolisada em 5-(3 dimetil-1-triazenil)
imidazol-4-carboxamida (MTIC), que é rapidamente convertido em sua forma reativa,
o ion metildiaz6nio (Stupp et al., 2009). Este ion formado pela decomposi¢do do MTIC
leva a metilagdo principalmente de residuos de guanina na molécula de DNA (Zhang
et al., 2012), resultando na formacdo de O6- e N7-metilguaninas (Clemente et al.,
2018). Esta metilacdo em residuos de guanina ocasiona em cortes no DNA, seguidos
de apoptose, uma vez que 0s mecanismos de reparo celular sdo incapazes de se

ajustar a uma base metilada (Figura 3) (Wesolowski et al., 2010).

oo
Temozolamida i
| ,
A

Apoptose

Bra V5 a1 Wi 0 VR
qusbra

MTIC Metilagdo do DNA _ coona.
-~ |
Citosol ; Nicleo .

Figura 3: Mecanismo de agdo da TMZ. A TMZ é convertida intracelularmente em MTIC, que metila o
DNA. Os mecanismos de reparo celular ndo podem se ajustar, resultando em cortes de DNA e, em

Ultima instancia, apoptose. Fonte: Adaptado de Wesolowski et al., 2010.
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A TMZ tem sido prescrita no tratamento de melanoma metastatico por ser
de facil administracdo, boa tolerabilidade, além de ter uma capacidade conhecida de
atravessar a barreira hematoencefélica (Ryabaya et al., 2017). No tratamento com
TMZ, a parada do ciclo celular ocorre na fase G2, intervalo entre a duplicacdo do DNA
e 0 inicio da divisdo celular (Figura 4); no entanto, apenas um pequeno namero de

células sofre apoptose (Hirose et al., 2001; Kanzawa et al., 2004).
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Figura 4: Ciclo celular, onde a TMZ atua na fase Gz. Fonte: Tortora e Derrickson, 2016.

Em um ensaio clinico randomizado de fase Il realizado por Middleton et al.
(2000), utilizando TMZ versus Dacarbazina em pacientes com melanoma metastatico,
os resultados mostraram uma sobrevida global mediana de 7,7 meses para pacientes
tratados com TMZ e 6,4 meses para pacientes tratados com Dacarbazina (p = 0,20),
e taxas de resposta semelhantes entre as duas coortes (13,5% para pacientes
tratados com TMZ e 12,1% para pacientes tratados com Dacarbazina).

Entretanto, as taxas de resposta a TMZ sao limitadas. Os mecanismos de
resisténcia a TMZ, amplamente estudados, enfocam principalmente a capacidade de
reparo de DNA das células cancerigenas, como o aumento da expressao da proteina
de reparo de DNA O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) (Lv et al., 2016).
Ademais o tratamento com TMZ demonstrou ser capaz de causar danos as ceélulas-
tronco hematopoiéticas em pacientes (Quinn et al., 2009), resultando em toxicidade
hematoldgica limitadora de dose. Além disso, a TMZ por ser pouco sollvel em
condicOes fisiologicas esta sujeita a uma rapida hidrélise que limita ainda mais sua

eficacia antitumoral (Fang et al., 2015). Os efeitos induzidos pela TMZ sobre tumores,
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podem ainda variar dependendo da dose e do método de entrega escolhido, assim,
ainda se faz necessario mais estudos a respeito do seu uso (Sanchez-Perez et al.,
2013; Mathios et al., 2016).

Até o momento, nenhuma terapia conhecida, é infalivel e os pacientes que
sofrem recaidas em conjunto com resisténcia adquirida aos inibidores, geralmente
apresentam melanomas que exibem um fendtipo muito mais agressivo e invasivo
(Muller et al., 2014; Arozarena e Wellbrock, 2017).

1.5 NANOPARTICULAS DE OURO

A nanotecnologia € uma ciéncia conduzida em escala hanométrica, sendo
uma nanoparticula (NP) uma substancia de 1 a 100 nanémetros aproximadamente.
Um nanbmetro, a escala usada para a nhanotecnologia, € equivalente a um bilionésimo
de metro. Para uma nocédo de escala, uma folha de papel tem 100.000 nanémetros de
espessura (National Nanotechnology Initiative, 2019).

Nos ultimos anos a nanotecnologia surgiu como uma solucdo potencial
para muitos problemas e € considerada uma importante mudanca na deteccéo,
tratamento e até prevencao do cancer (Sivakumar et al., 2017). Nanomateriais podem
ser projetados com diversas propriedades, podendo ser aplicado nas mais diversas
areas biomédicas. Estes podem atuar como um agente de contraste, bem como,
direcionar o farmaco a uma célula ou tecido alvo, aumentando sua eficacia
terapéutica, além de diminuir a toxicidade (Nasongkla et al. 2006; Sivakumar et al.,
2017).

As propriedades intrinsecas dos compostos contidos nas NP s&o de grande
importancia, sendo elas o tamanho das particulas, a forma, a carga superficial e as
caracteristicas fisico-quimicas, pois elas influenciam muito na absorcao pelas células
e no potencial para efeitos biolégicos subsequentes (Wright, 2016). Suas
caracteristicas eletrbnicas, magnéticas, oOpticas, mecanicas e comportamentais
variam conforme o seu tamanho, podendo alterar sua condutividade e reatividade
(Raghavendra et al., 2014). As NP podem ainda ser classificadas pela sua
composicdo em: NP baseada em carbono, lipideos, de ceramica, de semicondutores,
poliméricas e as NP metélicas.

As NP metélicas sdo feitas puramente dos precursores de metais, tais

como Cu, Ag e Au e por isso, possuem uma ampla faixa de absorcéao de luz na regiao
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visivel do espectro solar eletromagnético (Dreaden et al., 2012). Possuem ainda
caracteristicas de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), o qual é produto do
confinamento de fétons a um pequeno tamanho de particula, e resulta em um aumento
das propriedades radioativas e ndo radioativas das nanoparticulas, possibilitando o
maior numero de utilizacbes na biologia e medicina (Huang e El-Sayed, 2010; Khan
et al., 2019).

No entanto, na nanobiotecnologia, o principal desafio ainda é melhorar a
eficacia do tratamento com NP e reduzir o seu nivel de toxicidade (Kumar et al., 2018).
Antes do seu uso generalizado, o impacto na saude humana precisa ser totalmente
compreendido. Desse modo € de extrema importancia primeiramente testar as
interacbes das NP experimentalmente e assim, modificar as nanoparticulas para
melhor biocompatibilidade com as células, a fim de eliminar danos a tecidos
saudaveis.

Com os recentes avan¢os na nanotecnologia e na ciéncia médica, surgiram
numerosas NP e nhanomateriais a partir de diferentes elementos tais como ouro, prata,
ferro, cobre, cobalto, platina etc., sintetizados biologicamente ou fisico-quimicamente
(Schrofel et al., 2014; Singh et al., 2018). Dentre as diversas NP inorganicas, podemos
citar as nanoparticulas de ouro (NPAu). As NPAu séo sintetizadas a partir da reducéo
do acido tetracloroaurico (Turkevich, 1951) e possuem importantes propriedades
como funcionalizagdo de superficie, fluorescéncia, diferentes formas e tamanhos,
biocompatibilidade (Figura 5). Além disso, com as NPAu é possivel realizar a
manipulacdo dessas propriedades, abrindo muitas possibilidades para explorar os
efeitos destas como agentes terapéuticos e de diagndstico (Tao et al., 2015; Singh et
al., 2018). Devido a isso, as NPAu tém se tornado a primeira escolha para pesquisas

no campo bioldgico e farmacéutico.
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Figura 5: Propriedades importantes das nanoparticulas de ouro. Fonte: Adaptado de Singh et al., 2018.

Segundo Wang et al. (2018), as NPAu podem ajudar no direcionamento de
vacinas, facilitando-as a entrar nas células e desencadear a resposta imune por si
mesmas. Elas também s&o capazes de ajudar no aumento da captacdo celular,
melhorando a permeabilidade e a eficacia. Em uma pesquisa feita por Draz et al.,
(2017), os camundongos que foram imunizados com essa abordagem apresentaram
uma captacdo 100 vezes maior em comparacdo aos animais que receberam
tratamentos de controle sem NP.

Quanto ao seu potencial terapéutico, Muller et al. (2017), observaram que
o0 comprometimento na producdo de ATP mitocondrial, neuroinflamacao e estresse
oxidativo encontrado no modelo animal da Doenca de Alzheimer foram prevenidos
pelo tratamento utilizando NPAu de 20 nm, aplicada intraperitoneal durante 21 dias (a
cada 48 horas). Ja Victor et al., 2012 em sua pesquisa utilizando ultrassom pulsado
terapéutico com NPAu de 25 nm em lesdes musculares, mostrou efeitos benéficos no
processo de cicatrizagcdo muscular, induzindo uma redugéo na producéo de espécies
reativas de oxigénio e também na expressao de moléculas pré-inflamatérias.

Quando utilizada em associacdo com outro medicamento, Dohnert et al.,
2015, utilizando um modelo animal para tendinite, mostrou que a NPAu associada ao
Diclofenaco dietilaménico apresentou efeito anti-inflamatorio e aumentou a acéo do

medicamento quando usados com fonoforese.
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Ademais, nos dias atuais, diferentes tipos de terapias contra o cancer
utilizando as NPAu vem sendo pesquisadas e ja existe um consideravel avanco em

varios destes estudos.

1.6 NANOPARTICULAS DE OURO NO TRATAMENTO DO CANCER

Considerando as aplica¢des anticancer, é importante observar que as NP
se acumulam nos tecidos tumorais por meio de um mecanismo passivo, conhecido
como efeito de permeabilidade e retencdo aprimorado (EPR), sem a adicdo de
ligantes direcionadores (Li et al., 2018). Isso se deve principalmente a vasculatura
tumoral defeituosa com epitélio irregular, diminui¢cdo do nivel de drenagem linfatica e
reducdo da captacdo do liquido intersticial, favorecendo a retencdo passiva de
nanoparticulas nos tumores (Sztandera et al., 2019; Bai et al., 2020).

Estudos tém sido realizados utilizando as NPAu, devido suas propriedades
versateis e possiveis aplicagcbes em quimica clinica, bioimagem e terapia do céncer,
além de uma entrega direcionada de medicamentos constantemente caracterizada
como ja mencionado. As NPAu podem ser liberadas na corrente sanguinea e sao
capazes de se ligarem a células cancerigenas especificas que, por sua vez, auxiliam
no tratamento via terapia fototérmica, permitindo a captacdo de imagens para a
remocao cirdrgica bem-sucedida do tumor (Singh et al., 2018).

As NPAu podem ser combinadas também com drogas quimioterapicas,
proteinas ou &cidos nucléicos através de adsorcdo eletrostatica ou ligacdes
covalentes. Essa propriedade, juntamente com sua biocompatibilidade e
direcionamento superiores, torna a entrega mais promissora para direcionamento de
tumores (Bai et al., 2020). Wang et al., (2011) demonstraram que a Doxorrubicina
qguando ligada a NPAu mostrou toxicidade aumentada contra a linhagem de células
de céancer de mama MCF-7/ADR. Essa toxicidade superou, em certa medida, a
resisténcia a multiplos medicamentos devido ao aumento da absor¢cdo do farmaco
conjugado a NPAu seguido de sua liberacdo responsiva dentro da célula. Em outro
estudo, realizado por Cheng et al.,, (2012), NPAu foram utilizadas na entrega
direcionada de drogas de terapia fotodindamica, tendo uma melhora significativa no
transporte do medicamento para o tumor em relacdo a administracdo convencional
desses medicamentos, sem toxicidade perceptivel para os animais ou efeitos

colaterais. Tais sistemas transportadores devem tornar-se capazes de reter uma
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quantidade adequada do farmaco, superando mecanismos de resisténcia,
melhorando a biodistribuicdo e impedindo a remocéao rapida do farmaco do organismo
(Sztandera et al., 2019).

Em relacdo ao seu potencial terapéutico, as NPAu sozinhas podem exibir
propriedades citotoxicas contra certos tipos de linhas celulares de cancer (Della
Vecchia et al., 2020), principalmente como moduladoras da angiogénese, no entanto
seu uso ainda ndo é totalmente reconhecido e caracterizado, requerendo pesquisas
adicionais (Mukherjee et al., 2005; Sztandera et al., 2019). Dessa forma, uma melhor
compreensao dos mecanismos utilizados pelas NPAu em modelos de cancer é de

grande importancia, podendo vir a aumentar seus potenciais beneficios terapéuticos.

1.7 JUSTIFICATIVA

Apesar da disponibilidade de medicamentos eficazes no mercado, 0s
efeitos colaterais relacionados a toxicidade ainda sdo muitos, havendo ainda uma falta
de beneficios terapéuticos em condi¢des especificas tal como no desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos (Darweesh et al., 2019). No entanto, com 0s recentes
avancos na terapia do cancer, tem se mudado gradualmente o foco da monoterapia
para a terapia combinada, com base nas interacbes de aprimoramento cooperativo
entre dois ou mais tratamentos, o que pode resultar em importantes efeitos
terapéuticos aditivos (Shen et al., 2015; Fan et al., 2017).

Em contraste com a eficicia limitada do tratamento ja existente e os
possiveis efeitos colaterais decorrentes da terapia, o desenvolvimento da terapia
sinérgica multimodal pode abrigar os meéritos coletivos dos respectivos tratamentos
(TMZ e NPAu) e dar origem a uma eficacia anticancer muito maior, evitando assim
efeitos colaterais induzidos por altas doses e dando um maior conforto ao paciente.
Com isso, esse trabalho visa analisar os efeitos das NPAu, devido a todas as suas
propriedades relatas até aqui, em conjunto com a TMZ, ja utilizada no tratamento,
porém com limitagBes em relacdo a sua dose e a resisténcia do organismo a mesma.
Buscando dessa forma potencializar o tratamento, diminuindo a dose da TMZ

utilizada, mas aumentando os beneficios ao paciente futuramente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos citotoxicos da Temozolomida associada a nanoparticulas de
ouro em linhagem celular de cancer de pele do tipo melanoma B16F10.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar NPAu com diferentes tamanhos associada a TMZ;

e Auvaliar os efeitos citotoxicos das NPAu obtidas, em diferentes concentracdes,
em linhagem celular de cancer B16F10;

e Avaliar os efeitos citotoxicos da TMZ, em diferentes concentracbes, em
linhagem celular de cancer B16F10 e em células normais de fibroblastos
NIH3T3;

e Auvaliar os efeitos citotdxicos da TMZ associada a NPAu (TNPAu) em linhagem
celular B16F10 e em células normais de fibroblastos NIH3T3;

e Avaliar a atividade hemolitica da TMZ e TNPAU;

e Avaliar o mecanismo de morte celular com TMZ e TNPAuU em células B16F10.
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3 METODOLOGIA
3.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

As NPAu foram sintetizadas nos tamanhos de 10, 20 e 30 nanémetros (nm),
pelo método descrito por Turkevich (1951), com algumas adaptacdes (Della Vechia et
al., 2020). A reducao quimica do precursor metélico acido tetraclorodurico (HAuCla)
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) ocorreu juntamente com o redutor e estabilizante citrato de
sodio dihidratado (NasCsHs07.2H20) (Nuclear, SP, Brasil). Foi pipetado 35 yL de acido
tetracloroaurico (4 mM) em um baldo volumétrico de 100 mL, completando-o com agua
ultrapura (Milli-Q) e aquecendo-o até 90 °C (até a ebulicdo) em um baldo de fundo
redondo (125 mL) de 3 bocas, sob agitacdo magnética a 700 rpm.

O controle dimensional das NPAu foi efetuado variando-se a concentragcao

do agente redutor, para cada NPAu, como mostra a Figura 6.

Sintese de NPAuU
(Turkevich et al., 1951)

!

Solucéo de Citrato de sédio Solucdo de Citrato de sodio Solucéo de Citrato de sédio
25 mL-155 mM 25 mL-38 mM 25mL-9 mM
|5mL lﬁmL—50°C lSmL—5G°C
Acido aurocloridrico Acido aurocloridrico Acido aurocloridrico
(HAuCI4) (HAuCI4) (HAuCI4)
100 mL -4 mM 100 mL -4 mM 100 mL-4 mM
|15 min /90 °C |15 min /90 °C 115 min /90 °C
NPAuU 10 nm NPAu 20 nm NPAu 30 nm

Figura 6: Fluxograma com todos os estagios da sintese de NPAu em tamanhos diferentes. Fonte:
adaptado de Della Vechia et al., 2020.

Ao final foi obtido uma coloracéo diferente para cada tamanho de NPAu. As
solugdes de NPAu entdo foram deixadas esfriando em temperatura ambiente e

armazenadas em tubos revestidos com papel aluminio.



31

3.2 TEMOZOLOMIDA

Foi utilizado TMZ (CsHsNsO2) - Sigma Aldrich, com peso molecular de
194,15 g/mol, dissolvida em DMSO (10 mg/mL).

Para os grupos onde ha a associacdo de NPAu com a TMZ (TNPAu), as
mesmas foram adicionadas uma a outra, juntamente com DMEM, conforme as

concentracdes que iriam ser utilizadas e combinadas por agitacéo.

3.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO ASSOCIADA A
TEMOZOLOMIDA

3.3.1 Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Pela analise qualitativa do espectro na faixa do ultravioleta-visivel (UV-Vis)
pode-se ter uma estimativa do tamanho médio das particulas. Com isso, apos as
sinteses, as solu¢gbes de TMZ e TNPAu foram caracterizadas utilizando a técnica de
espectroscopia (UV-Vis), pelo monitoramento da banda de RPS, usando um
espectrofotometro modelo UV-1800, difracdo de raios-x, através do equipamento de
LAB-X, modelo XDR-6000 (Shimadzu). A caracterizacdo somente das NPAu ja foi
realizada e publicada anteriormente por nosso grupo de pesquisa por Della Vechia et
al., (2020).

As medi¢cBes da banda de RPS, foram realizadas a temperatura ambiente
no espectrofotdbmetro usando uma cubeta de quartzo de 1 cm de didametro, contendo

aliguotas de 2 mL com cada uma das solugdes.

3.3.2 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A andlise de microscopia de transmissao eletronica (MET) foi realizada
adicionando as solu¢des de TNPAu sobre um grid de cobre revestido de carbono (300
mesh). As amostras foram analisadas apds secagem por 48 horas a temperatura
ambiente. As analises foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina, em colaboracdo com o
professor Dr. Paulo Emilio Feuser e o professor Dr. Pedro Henrique Hermes de Aradjo.
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3.3.3 Indice de polidisperséo e potencial zeta das particulas

O indice de polidispersédo (IPd) e o potencial zeta das NPAu e TNPAu
obtidas neste trabalho foram analisados pela técnica de Espalhamento Dindmico de
Luz (Dynamic Light Scattering-DLS). As leituras das amostras foram feitas no
equipamento Zetasizer Nano S, da Malvern Instruments. As amostras foram diluidas
em 4gua destilada na proporcao de 1:10 e adicionadas em uma cubeta para posterior
andlise. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e os valores finais foram

expressos pela média e o desvio padrao.

3.3.4 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

Foram analisadas amostras de TMZ e de solucGes de TNPAu para avaliar
possiveis interacdes entre a TMZ e NPAu. Assim, foi possivel detectar as principais
bandas de absorcao referentes aos grupos funcionais de cada um dos componentes
puros e avaliar qualitativamente o processo de modificagdo das TNPAuU, pela detecgcao
das bandas obtidas. As amostras foram preparadas utilizando pastilha de brometo de
potassio (KBr) e analisadas com resolucéo de 4 cm™?, 32 varreduras em um intervalo
de 4000-400 cm, no espectrometro IR Prestige-21 da marca Shimadzu, alocado no

Laboratorio de Controle de Processo da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.4 CULTURA DE CELULAS B16F10 E NIH3T3

Devido ao seu potencial invasivo, as células de melanoma tém sido
amplamente utilizadas para estudar mecanismos gerais de invasdo de células
cancerigenas (Arozarena e Wellbrock, 2017). A linhagem celular utilizada para avaliar
os efeitos da TMZ. NPAu e TNPAu foi a de células de cancer de pele do tipo melanoma
murino B16F10. Para a comparacdo com células normais, foi utilizada uma linhagem
de Fibroblastos (NIH3T3).

Ambas as células foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 cm2, com
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado 1% de antibiotico
penicilina e estreptomicina (10 U.L/mL) e 10% de soro fetal bovino (meio completo).
Para o crescimento e adeséo celular, as mesmas foram mantidas em uma incubadora

umidificada com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C, com trocas de meio realizadas em
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dias alternados, podendo haver adaptacoes, até se obter uma confluéncia de células

suficiente (80%) para o desenvolvimento dos experimentos.

3.5 TRATAMENTO COM TEMOZOLOMIDA E NANOPARTICULAS DE OURO

Ao obter a confluéncia necessaria, as células foram tripsinizadas e
colocadas em uma céamara Neubauer para contagem no microscopio. Apés a
contagem, as células foram adicionadas em placas de 96 pogos com uma
concentracgédo final 1x10* células/poco e as mesmas foram incubadas por 24 horas, a
fim de proporcionar a aderéncia das células.

Decorrido o periodo de incubacdo, o DMEM foi removido e 100 pL dos
tratamentos a seguir foram adicionados nas concentracdes abaixo, diluidas em DMEM

e incubadas por 24, 48 e 72 horas.

e NPAuU10 - 35, 25, 15, 10 e 5 pg/mL de NPAu de 10 nm;
e NPAuU20 - 35, 25, 15, 10 e 5 pg/mL de NPAu de 20 nm;
e NPAuU30 - 35, 25, 15, 10 e 5 pg/mL de NPAu de 30 nm;
e TMZ-35,24,2,19,4,14,5,9,7 e 4,8 ug/mL de TMZ.

As concentracfes de TMZ aqui escolhidas, sdo as mesmas utilizadas na
literatura com diferentes protocolos, em trabalhos relacionados ao cancer de pele do
tipo melanoma (Ryabaya et al., 2017; Clemente et al., 2018; Lim et al., 2019; Cseh et
al., 2019).

Apds o periodo de incubacdo os tratamentos foram removidos e a
viabilidade celular foi avaliada pelo método de {(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-
diphenylformazan} (MTT). Os testes foram realizados em triplicata para cada

concentracéo usada.
3.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR MTT
Esse método visa avaliar a citotoxicidade, pela reducdo do MTT que em

sua forma oxidada é sollvel em agua e possui uma coloracdo amarela. Ao ser

reduzido, o MTT se transforma em cristais de formazan, um sal de coloracdo roxa e
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insolivel em agua. Essa reacdo de reducdo ocorre pelas desidrogenases
mitocondriais das células, fazendo com que a viabilidade celular seja diretamente
proporcional a produgdo de formazan (Mosmann, 1983).

ApoOs a incubacéo das células com TMZ e NPAu10, NPAu20 e NPAu30 por
24, 48 e 72 horas, foi preparada uma solucéo de 0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS.
O DMEM contendo os tratamentos foi retirado dos pocos e 100 pL da solucdo de MTT
foi adicionado em cada poc¢o e incubado por 3 horas (5% de CO:2 a 37°C) para permitir
a formacgéo dos cristais de formazan. Em seguida, foi retirada a solucdo de MTT e
adicionado 150 plL/poco de alcool isopropilico, a fim de solubilizar os cristais de
formazan.

Por fim, absorbéancia foi lida em um leitor de placas, em comprimento de
onda de 570 nm. Os resultados foram apresentados como porcentagem de

mortalidade celular, onde o grupo controle mimetiza 100% das células mortas.

3.7 TRATAMENTO COM TMZ ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE OURO

A partir dos resultados obtidos até aqui, as concentracbes de NPAu a
serem associadas a TMZ foram escolhidas, sob o critério de ndo causarem mais do
gue 50% de mortalidade em células normais, sendo entdo utilizadas a partir de entéo
apenas as concentracdes de 10 e 15 pg/mL de NPAu. Em relacdo as concentracdes
de TMZ, foram escolhidas as de 19,4, 14,5 e 9,7 ug/mL, onde o critério para escolha
dessas foi 0 de serem concentracées mais baixas que as utilizadas atualmente na
literatura, mas que ainda causassem morte em células B16F10.

A associacao das mesmas foi entdo adicionada as células ja plaqueadas e
aderidas a placa, nas concentracdes mostradas na Figura 7, onde TNPAu é a
associacdo da TMZ com a NPAu, conforme o tamanho da NP sintetizada. A incubacao
com o tratamento foi realizada seguindo o periodo de 24, 48 e 72 horas como realizado
na primeira etapa (NPAu e TMZ livres). Apés esse periodo o teste de MTT foi realizado

novamente seguindo 0 mesmo protocolo.
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Figura 7: Tamanho e concentra¢des das NPAu associadas a TMZ (TNPAu). TNPAu10: TMZ associada
a NPAu de 10 nm; TNPAuU20: TMZ associada a NPAu de 20 nm; TNPAu30: TMZ associada a NPAu de
30 nm. Fonte: a autora.

3.8 CONCENTRACAO INIBITORIA 50% E iNDICE DE COMBINAGCAO

A concentracdo inibitoria (Clso) foi determinada usando o software
Graphprism 8.0. Para analisar se houve efeito citotéxico sinérgico, aditivo ou
antagonico, também foi calculado o indice de Combinac&o (IC) de acordo com Chou

e Talalay (1984), através da seguinte equacao:

TMZc NPAuc
= *k
TMZ NPAu

Onde:

TMZc = representa o valor da Clso da TMZ combinada,;
NPAuc = representa o valor da Clso da NPAu combinada;
TMZ = representa o valor da Clso da TMZ livre;

NPAu = representa o valor da Clso da NPAu livre.

A interpretacdo dos valores encontrados, se deu da seguinte forma:
e |C<1, representa efeito sinérgico, o que indica que a TMZ combinada as NPAu
reforcam a acdo uma da outra,
e IC=1, representa aditivo; o que indica que a TMZ combinada as NPAu
produzem um efeito final quantitativamente igual a soma dos efeitos produzidos

por elas individualmente;
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e C>1, representa antagonismo, 0 que indica que a TMZ combinada as NPAu

reduzem e/ou neutralizam a agdo uma da outra.
3.9 TESTE DE HEMOLISE

O ensaio de hemdlise foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Feuser et al. (Feuser et al. 2015). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (Criciima, Brasil).
Os gloébulos vermelhos humanos (eritrocitos) foram obtidos de trés doadores
saudaveis. O sangue foi coletado em tubos contendo 3,2% de citrato de sdodio.

Quatro mililitros de sangue total foram adicionados a 8 mL de uma solucéo
salina estéril, e os eritrocitos foram isolados do soro por centrifugacédo a 1500 x g por
10 min e lavados trés vezes com a solucdo salina. Apos a lavagem final, os eritrocitos
foram diluidos em tubo Eppendorf em 2 mL de solugéo salina e, em seguida, 40 uL da
diluigdo foram adicionados a 960 uL de soro fisiolégico em novo tubo. Os eritrocitos
foram incubados com os tratamentos (TMZ, TNPAul10, TNPAu20 e TNPAu30) nas
mesmas concentracdes utilizadas para o teste de MTT, a 37 °C sob condi¢des de
agitacao (100 rpm) por 60 min. ApGs a incubacao, as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g por 5 min, e 100 yL do sobrenadante foram transferidos para uma placa
de 96 pocos, e a absorbancia foi medida a 540 nm (SpectraMax M3). Como controles
positivo e negativo, 40 puL da suspensao de eritrécitos foram incubados com 960 pL
de agua destilada e solugdo salina, respectivamente. As andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos por meio de porcentagem da hemdlise,

obtidos a partir da equacao abaixo:

Dt -Dnc
Taxa de hemolise (%) =—————— X 100
Dpc-Dnc

Onde:
e Dt = absorbancia amostra teste;
e Dnc= absorbancia controle negativo;

e Dpc= absorbancia controle positivo.
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O teste de hemdlise apenas nas NPAu foi realizado e publicado

anteriormente por nosso grupo de pesquisa por Della Vechia et al., (2020).

3.10 ENSAIO DE APOPTOSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A TMZ € um agente alquilante que induz apoptose por meio de quebras de
fita de DNA (Lim et al.,2019). A apoptose celular foi mensurada por citometria de fluxo
(FACSVerse) usando o kit de deteccdo de apoptose de anexina V-fluoresceina
isotiocianato (FITC) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Ap0s tratamento com
TMZ e TNPAu por 24 e 72 horas, as células foram suspensas no tampéao de ligacao
fornecido e depois coradas com anexina V conjugada com FITC e iodeto de propidio
(Pl) por 20 minutos no escuro, a temperatura ambiente, seguindo o protocolo do
fabricante. As intensidades fluorescentes das células foram detectadas por citometria
de fluxo (BD Biosciences), e as populacdes de anexina V+/PI- e anexina V+/Pl + foram

consideradas indicadores de células apoptéticas.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata. Os dados foram expressos em
porcentagem e analisados estatisticamente pelo software Prisma 8.0. A andlise
estatistica foi feita por Anova de duas vias seguida pelo teste de Tukey. Para
determinacado da Clso, foi realizado a log de cada concentragdo também no software

Prisma 8.0.
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4 RESULTADOS
4.1 SINTESE E CARACTERIZAQAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO
4.1.1 Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
Os espectros de absorbancia e comprimento de onda das NPAu e da
TNPAu foram analisados através da espectrofotometria UV-Vis. Como mostra a figura

8, as NPAu e as TNPAu, apresentaram picos de comprimento de onda similares,

conforme a NPAu utilizada, nos valores de 519 nm, 523 nm e 536 nm,

respectivamente.
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Figura 8: Espectros de absorbancia e comprimento de onda de UV-Vis de solu¢des de NPAu e TNPAuU
com diferentes tamanhos. (A): NPAulO0 e TNPAul0; (B): NPAu20 e TNPAu20; (C): NPAu30 e
TNPAu30.
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4.1.2 Microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

A determinacdo da morfologia das TNPAu foi realizada através da
microscopia eletrénica de transmissédo. Como pode ser visto na Figura 9A, a TNPAu10
apresentou formato esférico. Contudo a TNPAu20 (Figura 9B) e a TNPAu30 (Figura
9C) apresentaram formato semiesférico.
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Figura 9: Imagens de MET das solugdes. TNPAu10 (A) com escala de 50 nm, TNPAu20 (B) com escala
de 100 nm e TNPAu30 (C) com escala de 20 nm.

4.1.3indice de polidispersio e potencial zeta

Conforme observado na Tabela 1, foi avaliado o indice de polidispersdo
(IPd) e o potencial zeta das solucdes de NPAu e TNPAu. As NPAul0 apresentaram
IPd >0,2 e potencial zeta de -37 mV (£ 4). As NPAu20 apresentaram IPd >0,2 e
potencial zeta de -27 mV (x 3). As NPAu30 apresentaram IPd >0,3 e potencial zeta de
-20 mV (£ 5).
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Em relacéo as solucdes de TNPAu, as TNPAulO apresentaram IPd >0,3 e
potencial zeta de -17 mV (x 4). As TNPAu20 apresentaram IPd >0,3 e potencial zeta
de -20 mV (= 2). As TNPAu30 apresentaram IPd >0,3 e potencial zeta de -13 mV (z
4).

Amostras IPd Potencial Zeta (mV)
NPAu10 <0.2 - 37+ 4*
NPAu20 <0.2 -27+3
NPAu30 <0.3 -20+5

TNPAU10 <0.3 - 17 + 4*
TNPAU20 <0.3 -20+2
TNPAuU30 <0.3 -13+4

Tabela 1: indice de polidispers&o e potencial zeta das solu¢cdes de NPAu e TNPAu. + Desvio padréo
médio de n = 6.

4.1.4 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

A andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada para observar a ligagéo de ions citrato com os NPAu e verificar se
houve algum tipo de ligacdo/interacdo entre as moléculas de NPAu e TMZ (TNPAu).
As estruturas quimicas da TMZ e do citrato de sodio utilizado na sintese de NPAu (A)
e 0s picos caracteristicos (B) associados as estruturas das moléculas foram
observados conforme mostra a Figura 10 e mais detalhadamente na Tabela 2.

A FTIR para TMZ apresentou bandas mais significativas nos nimeros de
onda de 3375 cm™ (N-H), 1450 cm (C-C), 1250 cm (C-N) e 965 cm™ (C-H). Em
relacdo as TNPAu, todas as solucdes (TNPAu10, TNPAu20 e TNPAu30) mostraram
picos mais significativos nos nimeros de onda de 3450 cm (O-H), 1586 cm™ (C=0)
e 1350 cm™ (COO"). Nao houve semelhancas entre o FTIR da TMZ e das amostras
de TNPAu.



41

O O
HN)LNJ%N 0 ONa 'HED
|
Na A= ONa .H,0
N)\X NaO™ "~
NH, O
O
™Z Citrato de 5odio dihidratado
c
TMZ
~ |TNPAU3D a
O
O
c
€ [TNPAU20
=
)
=
5 7
| /
- W s

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N° de onda (cm™)

Figura 10: Estrutura quimica da TMZ (A) e do Citrato de sddio dihidratado (B) e Espectroscopia de
infravermelho com Transformada de Fourier (C): Em solu¢cdes de TMZ (rosa), TNPAulO (preto),
TNPAu20 (vermelho) e TNPAu30 (azul).
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Numero do n°de onda Grupamento
Solucgéo
pico (cm?) caracteristico
1 T™MZ 3375 N-H
2 T™MZ 1450 c-C
3 T™MZ 1250 C-N
4 T™MZ 965 C-H
5 TNPAuU 3450 O-H
6 TNPAu 1586 C=0
7 TNPAuU 1395 COO

Tabela 2: Grupamentos quimicos destacados na espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier da TMZ e TNPAu em fung&o das bandas de absorgéo.

4.2 CITOTOXICIDADE DA TMZ/NPAu e TNPAu EM CELULAS B16F10 E NIH3T3

Células de cancer de pele do tipo melanoma B16F10 foram expostas a TMZ
em diferentes concentracdes no periodo de 24, 48 e 72 horas. Como pode ser visto
na Figura 11A, ndo houve diferenca significativa entre os periodos de tempo de
incubacdo com a TMZ. Em relacdo as diferentes concentracfes, apenas a
concentragéo de 35 pg/mL (48 h e 72 h) e 24,2 pg/mL (24 h e 48 h) apresentaram
mortalidade acima de 25%.

As mesmas concentracfes de TMZ foram também adicionadas as células
NIH3T3 (fibroblastos) no periodo de 24, 48 e 72 horas. Em relacdo ao periodo de
incubagdo com o quimioterapico, ndo houve diferenga significativa. Em relagéo as
concentragcbes, nenhuma concentracédo levou a uma mortalidade celular acima de
25% (Figura 11B). Apenas a concentracdao de 35 pg/mL mostrou uma pequena

mortalidade nas células NIH3T3.
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Figura 11: Citotoxicidade in vitro da TMZ em diferentes concentragées em células B16F10 (A) e (B)
NIH3T3 nos periodos de 24, 48 e 72 horas. Diferengas significativas (p> 0.0001) acima de 25% de

mortalidade s&o apresentadas com *, quando comparado ao controle (CT); Anova de duas vias seguida
pelo teste de Tukey.

As células B16F10 foram expostas entdo as NPAulO, em diferentes
concentracdes no periodo de 24, 48 e 72 horas. Como pode ser visto na Figura 12,
nao houve diferenca significativa entre os periodos de tempo de incubacao com as
NPAul0. Quanto as concentracdes, as células tratadas com concentracdes de 10
pg/mL (72 h), 15 pg/mL (24 e 72 h) e 25 pg/mL (24, 48 e 72 h) apresentaram
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mortalidade acima de 25%. Ja as células tratadas com a concentracdo de 35 pg/mL

mostraram mortalidade acima de 50% em todos os periodos de incubacéo.

NPAu10 - B16F10 == 24h
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Figura 12: Citotoxicidade in vitro das NPAul0 em diferentes concentra¢fes em células B16F10 nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Diferencas significativas acima de 25% (p= >0.0001) de mortalidade
sdo apresentadas com *, diferencas significativas acima de 50% (p= 0,0038) de mortalidade s&o

apresentadas com #, quando comparado ao controle (CT); Anova de duas vias seguida pelo teste de
Tukey.

Em seguida as células B16F10 foram expostas a NPAu20, incubadas
também nos periodos de 24, 48 e 72 horas (Figura 13). Em relacdo ao periodo de
incubacéo, houve diferenca significativa de 24 horas para 48 horas (p= 0.01) e de 48
horas para 72 horas (p= 0.0009). Quanto as concentracfes, as células que foram
expostas a 5 pg/mL (24 h), 15 pg/mL (72 h), 25 pg/mL (24 e 72 h) e 35 pg/mL (24 e
48 h) de NPAuU20 apresentaram mortalidade acima de 25%. Células expostas a 35 ug

de NPAu20 por um periodo de 72 horas apresentaram mortalidade acima de 50%.
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Figura 13: Citotoxicidade in vitro das NPAu20 em diferentes concentragées em células B16F10 nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Diferencas significativas acima de 25% (p= 0.0006; 0.0002; 0.0007;
0.0027 respectivamente) de mortalidade s&o apresentadas com *, diferencas significativas acima de
50% (p= 0.0027) de mortalidade sdo apresentadas com #, quando comparado ao controle (CT); Anova
de duas vias seguida pelo teste de Tukey.

NPAu30 foram adicionadas a células B16F10 também, sendo incubadas
nos periodos de 24, 48 e 72 horas (Figura 14). Em relacdo ao periodo de incubacéo
das NPAu30, houve diferenca significativa de 24 horas para 48 horas (p= 0.007) e de
48 horas para 72 horas (p= 0.01). Quanto as concentracdes de NPAu30 utilizadas,
células B16F10 apresentaram mortalidade acima de 25% quanto expostas as
concentracfes de 15 pug/mL (24 h) e 25 pg/mL (24 e 48 h). Quando expostas as
concentracbes de 25 pug/mL (72 h) e de 35 pg/mL (24, 48 e 72 h) de NPAu30, as
células B16F10 apresentaram mortalidade acima de 50%.
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Figura 14: Citotoxicidade in vitro das NPAu30 em diferentes concentragées em células B16F10 nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Diferengas significativas acima de 25% (p= 0.0006; 0.0013
respectivamente) de mortalidade sdo apresentadas com *, diferencas significativas acima de 50% (p=
0.0013; 0.0086 respectivamente) de mortalidade sdo apresentadas com #, quando comparado ao
controle (CT); Anova de duas vias seguida pelo teste de Tukey.

Apos definidas as concentracdes a serem utilizadas para cada associagao,
as células B16F10 (Figura 15A) e NIH3T3 (Figura 15B) foram expostas, por um
periodo de 24 horas, a TNPAul0, TNPAu20 e TNPAu30. Em relagcédo ao tamanho das
TNPAu, em células B16F10 houve uma diferenca significativa (p= 0.03) entre a
TNPAuU10 e a TNPAu30, onde a TNPAuU30 apresentou maior mortalidade em B16F10.
Em células NIH3T3 houve diferenca significativa entre TNPAul0 e TNPAu20 (p=
0,002) e entre TNPAul10 e TNPAu30 (p=0,0006), onde a TNPAu10 levou a uma maior
mortalidade de células NIH3T3.

Em relacdo as concentracfes testadas, todas mostraram diferenca
significativa quando comparadas ao controle (Figura 15A e Figural5B). As células
B16F10 expostas as concentracées de 10/19 pg/mL (TNPAu30), 10/14 pg/mL
(TNPAU20), 10,9,7 upg/mL (TNPAul0, TNPAu20 e TNPAu30) 15/19,4 pg/mL
(TNPAuU10 e TNPAu20), 15/14,5 pg/mL (TNPAul10, TNPAuU20 e TNPAuU30) e 15/9,7
png/mL (TNPAu10, TNPAu20 e TNPAuU30) apresentaram mortalidade acima de 25%.
Ja a concentragdo de 15/19 pg/mL (TNPAu30) levou a uma mortalidade acima de
50%. Em células NIH3T3, apenas a concentracao de 10/19,4 ug/mL (TNPAu10) levou
a uma mortalidade acima de 25%.
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Figura 15: Citotoxicidade in vitro das solugbes de TNPAul0, TNPAu20 e TNPAuU30 em diferentes
concentracdes em células (A) B16F10 e (B) NIH3T3 no periodo de 24 horas. Diferengas significativas
acima de 25% (p= <0.0001) de mortalidade sdo apresentadas com *, diferencas significativas acima de

50% (p= 0.0011) de mortalidade sé@o apresentadas com #, quando comparado ao controle (CT); Anova
de duas vias seguida pelo teste de Tukey.

As mesmas combinacfes foram testadas em células B16F10 (Figura 16A)
e em células NIH3T3 (Figura 16B) em um periodo de incubacédo de 48 horas. Quanto
ao tamanho das TNPAu, em células B16F10 ndo houve diferente significativa entre
elas. Ja em células NIH3T3 houve diferenca significativa entre TNPAul0 e TNPAu20
(p=<0.0001), onde a TNPAuU10 levou a uma maior mortalidade de células NIH3T3.



48

Quanto as concentracdes testadas, em células B16F10 e NIH3T3, todas as
concentraces apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao controle.
Em B16F10, quando expostas a TNPAul0, todas as concentra¢gfes levaram a uma
mortalidade acima de 25%. Quando expostas a TNPAu20 e TNPAu30 apenas as
concentracbes de 10/19,4, 15/19,4, 15/14,5 e 15/9,7 pug/mL levaram as células
B16F10 a uma mortalidade acima de 25%. J4 em NIH3T3 (Figura 16B), nenhuma das
concentracOes testadas levou a mortalidade acima de 25%.
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Figura 16: Citotoxicidade in vitro das solu¢cdes de TNPAulO, TNPAu20 e TNPAu30 em diferentes
concentragdes em células (A) B16F10 e (B) NIH3T3 no periodo de 48 horas. Diferencas significativas
acima de 25% (p= <0.0001) de mortalidade sdo apresentadas com *, quando comparado ao controle
(CT); Anova de duas vias seguida pelo teste de Tukey.
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O periodo de 72 horas de incubacdo das TNPAu com células B16F10
(Figura 17A) e NIH3T3 (Figura 17B) foi de mesmo modo testado. Quanto ao tamanho
das TNPAu, em células B16F10 ndo houve diferente significativa entre elas. J& em
NIH3T3 houve diferenca significativa entre a TNPAu10 e TNPAu30 (p= 0.01), onde a
TNPAu10 levou a uma maior mortalidade de células NIH3T3.

Em relacdo as concentracdes, em células B16F10 e NIH3T3, todas as
concentracbes apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao controle.
Nas células B16F10, todas as concentracdes de TNPAul10, TNPAu20 e TNPAu30
levaram a uma mortalidade das células acima de 25%. Em contrapartida apenas a
concentracdo 15/9,7 ul/mL (TNPAul0) levou a uma mortalidade superior a 25% em
células NIH3T3.
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Figura 17: Citotoxicidade in vitro das solu¢gbes de TNPAulO, TNPAu20 e TNPAu30 em diferentes
concentracdes em células (A) B16F10 e (B) NIH3T3 no periodo de 72 horas. Diferencas significativas
acima de 25% (p= <0.0001) de mortalidade sdo apresentadas com *, quando comparado ao controle
(CT); Anova de duas vias seguida pelo teste de Tukey.

4.3 DETERMINACAO DA Clso E INDICE DE COMBINACAO (SINERGISMO)

Para confirmar em quais concentragdes ocorreu 50% de mortalidade
celular, realizou-se a Clso de cada solucéo utilizada, bem como o IC dessas solugbes
para analisar se houve efeitos citotoxicos sinérgicos, aditivos ou antagbnicos. Como
pode ser visto na Tabela 3, o TMZ sozinho apresentou valores de Clso de 276,5, 676,8
e 241,9 pg/mL para os periodos de incubacgédo de 24, 48 e 72 horas respectivamente.
Em relacdo as NPAu, a NPAul0 apresentou valores de Clso de 28,1, 28,2 e 24 ug/mL,
a NPAu20 valores de Clso de 116,8, 38,4 e 23,6 pg/mL e a NPAu30 valores de Clso de
25,5, 30,9 e 22,4 yg/mL para os periodos de incubacdo de 24, 48 e 72 horas
respectivamente.

Na andlise de Clso das solucbes combinadas, a solugcdo TNPAulO*
apresentou valores de Clso de 6,1, >100 e 33,1 pg/mL (TMZ) e 27,4, 3,8 e 5,9 pg/mL
(NPAu) e TNPAul1l0** apresentou valores de Clso de 0,2, 3,9 e 0,3 pg/mL (TMZ) e 36,
21,7 e 20 pg/mL (NPAu) para os periodos de incubacéo de 24, 48 e 72 horas
respectivamente. Quanto ao IC, exceto o da TNPAu10* (48 h), que apresentou IC de

1,95, mostrando um efeito antagonista, todos os outros valores de IC de TNPA10* e
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TNPAuU10** apresentaram valores <1,0, indicando que houve um efeito sinérgico na
associacao. A solucao de TNPAu20* apresentou valores de Clso de 5,3, 49,7 e >100
pHg/mL (TMZ) e 25,2, 3,9 e 4,9 pg/mL (NPAu) e TNPAU20** apresentou valores de Clso
de 0,1, >100 e 6,8 pg/mL (TMZ) e 32,9, 7,4 e 21,8 ng/mL (NPAu) para os periodos de
incubacédo de 24, 48 e 72 horas respectivamente. Quanto ao IC, todos os periodos de
incubacdo para TNPAu20* e TNPAuU20** apresentaram IC >1,0 mostrando assim
efeito sinérgico da associagdo. Por fim, a solu¢cdo de TNPAu30* apresentou valores
de Clso de 0,3, 29 e 27,8 pg/mL (TMZ) e 25,6, 3,4 e 5,3 pg/mL (NPAu) e TNPAuU30**
apresentou valores de Clso de 21,6, 23,7 e 21,6 pg/mL (TMZ) e 12, 9,9 e 8,7 pg/mL
(NPAu) para os periodos de incubacédo de 24, 48 e 72 horas respectivamente. Quanto
ao IC, em todos os periodos de incubacéo, a TNPAu30* e a TNPAu30** apresentou
IC <1,0, mostrando que houve efeito sinérgico nas associacdes de TMZ e NPAu.

Solugso 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Clso Clso Clso IC IC IC
T™Z NPAu T™™Z NPAu T™Z NPAu

T™Z 276,5 X 676,8 2419 NA NA NA

NPAu10 X 28,1 X 28,2 X 24,0 NA NA NA

NPAu20 X 116,8 X 38,4 X 23,6 NA NA NA

NPAu30 X 25,5 X 30,9 X 22,4 NA NA NA
TNPAuU10* 6,1 27,4 >100 3,8 331 59 0,0214 11,9503 0,0339
TNPAuU10** 0,2 36,0 3.9 21,7 0,3 20,0 0,0008 0,0044 0,001
TNPAuU20* 53 25,2 49,7 3.9 >100 4,9 0,0041 0,0075 0,3775
TNPAuU20** 0,1 32,9 >100 7,4 6,8 21,8 0,0001 0,2796 0,0258
TNPAuU30* 0,3 25,6 29,0 3,4 27,8 5,3 0,0011 10,0048 0,0274
TNPAu30** 21,6 12,0 23,7 9,9 21,6 8,7 0,0369 0,0112 0,0348

Tabela 3 - Valores de Clso e de IC das diferentes solugbes, em pg/mL, de forma livre e associados
(TNPAu), em células B16F10. Clso = Concentracao inibitoria de 50%; IC = indice de combinagéo; NA =
ndo analisado. *Solucdo contendo 10 pg/mL de NPAu e diferentes concentragfes de TMZ; ** Solucéo
contendo 15 pg/mL de NPAu e diferentes concentracbes de TMZ.
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4.4 HEMOTOXICIDADE

A hemotoxicidade da TMZ foi avaliada pelo ensaio de hemolise. Eritrocitos
humanos foram tratados com TMZ em diferentes concentragbes como mostrado na
Figura 18. Nenhuma das concentracfes utilizadas causaram dano hemolitico, visto
que, a razdo hemolitica encontrada esta dentro da faixa de menos de 5%, razao

hemolitica essa, segura para biomateriais de acordo com a ISO/TR 7406.
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Figura 18: Ensaio de hemolise em eritrocitos humanos apés incubacdo com solucdes de TMZ em
diferentes concentracdes. (A) Porcentagem de hemdélise em relacdo as concentracdes utilizadas e (B)
amostras analisadas ap0s o uso de TMZ. Os dados representam a média + DP (n = 3). C-:controle
negativo; C+: controle positivo.

Avaliou-se entdo a hemotoxicidade da TNPAul0, TNPAu20 e TNPAuU30 em
diferentes concentracbes como mostrado na Figura 19. Nenhuma das concentracdes

utilizadas na associacdo de NPAu ao TMZ apresentou atividade hemolitica,
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mostrando assim uma possivel hemocompatibilidade da associacdo de NPAu com a
TMZ.
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Figura 19: Ensaio de hemolise em eritrocitos humanos apés incubagédo com solucdes de TNPAu10,
TNPAu20 e TNPAu30 em diferentes concentracdes (NPAU/TMZ em pg/mL). (A) Porcentagem de
hemolise em relagdo as concentragdes utilizadas e (B) amostras analisadas apds o uso de TMZ. Os
dados representam a média + DP (n = 3). C-:controle negativo; C+: controle positivo.
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4.5 ANALISE DE MORTE CELULAR POR APOPTOSE E NECROSE

A analise de morte celular, por meio de apoptose e/ou apoptose tardia e/ou
necrose, foi realizada através da avaliacdo da porcentagem de células expostas a
TMZ e a TNPAuU, por meio da avaliacao do teste de Anexina V/PI, ap0s exposicao pelo
periodo de 24 e 72 horas.

Para o periodo de exposicdo de 24 horas (Figura 20A) a TMZ na
concentracdo de 19,4 pg/mL apresentou subpopulacdes de 26,36% de células viaveis,
<1% de apoptose precoce, 68,89% de apoptose tardia e 4,03 de necrose. Para as
solucbes de TNPAu foi utilizada a concentracdo de 19,4 pg/mL (TMZ) + 10 pg/mL
(NPAuU). A solucao de TNPAul10 apresentou subpopulacbes de 68,69% de células
viaveis, 3,16% de apoptose precoce, 27,76% de apoptose tardia e <1% de necrose.
A solucédo de TNPAuU20 apresentou subpopulacdes de 49,69% de células viaveis, 4,07
de apoptose precoce, 44,84% de apoptose tardia e <1% de necrose. A solugéo de
TNPAuU30 por fim, apresentou subpopula¢bes de 40,15% de células viaveis, 3,32 de
apoptose precoce, 55,73% de apoptose tardia e <1% de necrose.

Ja para o periodo de exposicdo de 72 horas (Figura 20B) a TMZ na
concentracdo de 19,4 pg/mL apresentou subpopulacdes de 61% de células viaveis,
4,42% de apoptose precoce, 33,05% de apoptose tardia e 1,53% de necrose. Para as
solugdes de TNPAu foi utilizada a concentragédo de 19,4 pg/mL (TMZ) + 10 pg/mL
(NPAuU). A solucao de TNPAul10 apresentou subpopulacbes de 57,02% de células
viaveis, 3,97% de apoptose precoce, 37,68% de apoptose tardia e 1,33% de necrose.
A solucdo de TNPAu20 apresentou subpopulacdes de 60,94% de células viaveis,
4,33% de apoptose precoce, 32,6% de apoptose tardia e 2,13% de necrose. Por fim
a TNPAu30 apresentou subpopulacées de 66,36% de células viaveis, 4,23% de

apoptose precoce, 26,3% de apoptose tardia e 3,11% de necrose.
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Figura 20: Quantificacdo de células B16F10 apds 24 horas (A) e 72 horas (B) de exposicdo a TMZ,
TNPAu10, TNPAuU20 e TNPAuU30 por meio de andlise de citometria de fluxo. Teste ANOVA de duas

vias, seguido pelo teste de Tukey.
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5 DISCUSSAO

O melanoma é a forma mais grave de cancer de pele, responsavel pela
maioria das mortes relacionadas a este. A incidéncia de melanoma teve um aumento
drastico nos dultimos anos em relacdo a outras malignidades. Isso se deve
principalmente a baixa taxa de resposta as modalidades de tratamento existentes,
muitas vezes por uma resposta incompleta dos agentes quimioteripicos e a
resisténcia caracteristica das células do melanoma (Mishra et al., 2018).

A remocdo cirdrgica do tumor e do tecido saudavel circundante é o
tratamento primario para o melanoma localizado. Em algumas situacfes, os tumores
metastaticos também podem ser removidos cirurgicamente, porém o tratamento
cirargico no contexto de doenga metastatica ndo se destina a ser curativo e também
exigira outras opcoes de tratamento, sendo as terapias medicamentosas a proxima
linha de defesa (Davis et al., 2019).

A TMZ tem sido estudada como tratamento do melanoma, substituindo a
Dacarbazina, por sua conveniéncia de administragéo oral e devido a sua converséo
em MTIC espontaneamente em pH fisioldégico em todos os tecidos (Mishra et al.,
2018). Ademais, a TMZ pode adentrar o sistema nervoso central, sendo uma
caracteristica importante devido ao fato de o melanoma metastatico atingir o cérebro
em até 75% dos pacientes (Bhatia et al. 2009; Nicholas et al. 2013).

Apesar disso, o tratamento quimioterapéutico do melanoma tem sua
eficacia limitada devido a resisténcia que este adquire. Além disso, estes farmacos
levam a morte concomitante de células saudaveis do corpo, acarretando em efeitos
colaterais toxicos devido as altas doses utilizadas (Mishra et al., 2018). Levando isso
em consideracao, a busca por alternativas adjuvantes capaz de minimizar tais efeitos
se faz necesséria.

Assim, o possivel efeito terapéutico das NPAu vem sendo estudado tanto
em sua forma livre quanto em associacdo a farmacos ja utilizados, visando efeito
sinérgico e aditivo no tratamento dos pacientes. Devido a sua capacidade de se
acumular seletivamente no tecido tumoral (EPR), as NPAu podem servir também
como detectores de células cancerosas (Huang et al., 2007). Essas caracteristicas
podem vir a maximizar a eficacia do farmaco e minimizar os efeitos colaterais,
tipicamente associados ao uso de quimioterapicos no tratamento do cancer, por meio

da reducdo da toxicidade sistémica (Orza et al.,, 2013). No entanto ainda se faz
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necessario estudos que abordem e se aprofundem mais na andlise das caracteristicas
especificas destas NP quando associadas ao TMZ. A avaliacdo das propriedades
fisico-quimicas das NPAu e da interacdo das solu¢cbes de TNPAu foram realizadas
através espectrofotometria UV-Vis, MET, IPd, potencial zeta e FTIR.

De acordo com Pereira et al. (2013), o espectro de absorcdo da UV-Vis &
caracteristico para cada espécie quimica, sendo possivel através disso a identificacao
desta. Como visto no trabalho de Della Vechia et al. 2020, os picos nos espectros de
absorcdo do UV-Vis tiveram seu maximo nos mesmos comprimentos de onda dos
encontrados no nosso trabalho. Quando a TMZ foi associada as NPAu utilizadas,
formando a TNPAu, os picos maximos de absorcdo das TNPAu ndo se alteraram,
mostrando desse modo que nao houve ligacdo entre o TMZ e as NPAu e as
propriedades fisicas e quimicas do NPAu mantiveram-se as mesmas e indicando que
o TMZ esta apenas associado as NPAu provavelmente estabilizando a molécula.
Quanto a TMZ, segundo Orza et al. 2013, a TMZ tem um pico maximo de absorcéo
na faixa de 350 nm, regido correspondente ao UV e n&do tem absor¢édo na regido do
Vis. Assim néo foi vista seu pico de absorgdo nesta faixa.

Em seu trabalho de 2020, Gonzélez-Lépez et al. utilizou
NPAu funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) e cisplatina (quimioterapico
alquilante), onde o espectro de UV-Vis mostrou um pico para NPAu em 519 nm e para
NPAu+PEG+Cisplatina em 525 nm. Os espectros para NPAu em 519 nm foi 0 mesmo
dos nossos achados para NPAu10 livre e TNPAu10. J& no caso deles o espectro para
NPAu+PEG+Cisplatina com pico maximo em 525 nm indicou um arraste no pico
mAaximo e assim que ocorreu uma ligacéo entre estes compostos com a NPAu deles.
Ademais, Wang et al. (2021) utilizando NPAu conjugadas com TMZ funcionalizadas
com anti-EphA3 para direcionamento no glioblastoma, também avaliou 0 espectro na
faixa do UV-Vis da sua NPAu, bem como da associacao apenas de NPAu com TMZ,
mostrando uma ressonancia plasmonica de superficie tipica a 519 nm para sua NPAu,
bem como uma de 521 nm para NPAu+TMZ, o que, corrobora com nossos resultados.

Para confirmar diretamente a funcionalizacdo, bem como o tamanho e
formato das TNPAu, utilizamos a microscopia eletrénica de transmissao. O formato
esférico (TNPAul0) e semiesférico (TNPAu20 e TNPAu30) é encontrado
respectivamente em NPAu de 10 nm e NPAu de 20 e 30 nm, como ja pode ser visto
em outros trabalhos (Della Vechia et al., 2020; Dos Santos Haupenthal et al., 2020),
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mostrando que a adi¢cdo da TMZ néo alterou o formato das NPAu utilizadas para cada
uma das solucdes.

Ainda se tratando da analise das propriedades fisico-quimicas da TNPAu,
analisamos o IPd, o qual fornece informagdes sobre a homogeneidade das solugdes
(Nemen e Lemos-Senna, 2011). A caracterizacdo da polidispersidade € essencial em
aplicacdes de nanoparticulas, pois ha certa dificuldade em controlar a uniformidade
de toda a amostra com a quimica de conjugacgdo de superficie e, muitas vezes, pode
ocorrer agregacdo de particulas (Clayton et al., 2016). Todas as solugbes
apresentaram IPd <0.3, o que indica assim a formacéo de sistemas monodispersos
(Nemen e Senna, 2011).

Somado a isso, os valores do potencial zeta também foram mensurados,
onde a magnitude do potencial zeta da uma indicacdo da estabilidade potencial dos
sistemas coloidais (Elbialy et al., 2019). NPAul10, NPAu20 e NPAu30 apresentaram
potencial zeta com carga superficial altamente negativa, o que confirma a presenca
de grupos carboxilato carregados negativamente na sua superficie devido a absorcao
de citrato em suas superficies (Wang et al.,, 2016; Della Vechia et al., 2020). No
entanto apds a adicdo de TMZ, esses valores tiveram um aumento significativo em
TNPAuUl10 e TNPAu30. TNPAuU20 também apresentou aumento no potencial zeta,
porém este foi em menor escala quando comparado aos outros. Esse resultado
sugere que uma fracdo de cargas negativas podem ter sido neutralizadas devido a
interacdo eletrostatica entre NPAu e TMZ, onde o citrato pode ter sido trocado
parcialmente pelo TMZ (Elbialy et al., 2019; Wang et al., 2021). Elbialy et al. (2019)
em sua pesquisa utilizando NPAu magnéticas carregadas com Doxorrubicina,
medicamento este também usado para o tratamento de cancer, obteve valores de
potencial zeta das NPAu magnéticas de -31,1+2,5 mV seguido de -25,9+2,4 para
NPAu magnéticas carregadas com Doxorrubicina, mostrando também uma reducéo
no seu valor apds a adicdo do quimioterapico, assim como nos nNossos resultados.
Esses fatos somados sugerem que houve, em ambos o0s casos, uma interacéo
eletrostatica entre farmaco e nanoparticula.

Ademais, a FTIR foi realizada para confirmar se houve a formagéo de NPAu
por ions citrato, bem como uma ligagao/interagcéo entre a TMZ e as NPAu. A auséncia
de semelhanca entre as bandas de TMZ e TNPAu sugere que fortes interacdes
eletrostaticas, como ligacbes de hidrogénio, forcas de Van der Waals ou outras

ligacbes mecanicas ou de halogénio, podem estar ocorrendo entre as moléculas de
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TMZ e as NPAu. Nossos resultados corroboram com os achados de Orza et al. (2013)
em seu trabalho utilizando TMZ acoplada a NPAu tratadas com L-aspartato em
células-tronco cancerosas derivadas de glioma maligno, onde também se observou
essa interagao.

Apos os testes para a caracterizacao fisico-quimica de TNPAu, o segundo
passo entdo foi avaliar a citotoxicidade da TMZ, NPAu e TNPAu em células de cancer
de pele do tipo melanoma (B16F10), bem como em células saudaveis (NIH3T3). A
TMZ, mesmo na concentracdo mais alta utilizada nesse estudo (35 pg/mL), nao
apresentou mais de 30% de citotoxicidade nas células B16F10, sendo essa
porcentagem em um tempo de incubacdo de 72 horas. Corroborando com esses
achados, estudos utilizando a TMZ em uma concentragdo de 25 uM (4,8 pg/mL) por
72 horas (Cseh et al., 2019) e 100 uM (19,4 pg/mL) por 48 horas (Ryabaya et al.,
2017) sugerem certa ineficiéncia no tratamento apenas com TMZ. Tal ineficiéncia so
seria melhorada com uma concentracdo superior a aqui utilizada, o que poderia
acarretar em uma citotoxicidade também para as células saudaveis. Vale ressaltar
que, em relacao as concentragdes aqui utilizadas, nenhuma apresentou citotoxicidade
significativa em células NIH3T3, em nenhum dos periodos de incubacao.

Em seguida avaliou-se a citotoxicidade das NPAul0, NPAu20 e NPAu30
em células B16F10. A avaliagdo em células NIH3T3 ja havia sido realizada
anteriormente por nosso grupo de pesquisa. Nesse estudo, realizado por Della Vechia
et al. (2020) observou-se que, em um periodo de incubacédo de 24 horas, as NPAu 30
mostraram maior citotoxicidade para células NIH3T3 do que as outras NPAu. As
NPAu20 ndo exerceram qualquer efeito citotéxico nas células NIH3T3 em nenhuma
das concentracdes testadas (35, 17,5, 8,75, 4,4 e 2,2 ug/mL), e as NPAulO foram
apenas citotoxicos em concentracfes mais altas.

Nos resultados aqui presentes, as NPAulO mostraram efeito citotdxico,
sendo esse de mais de 25% de mortalidade nas células, em quase todas as
concentracOes testadas (exceto 5 pg/mL), em todos os periodos de incubacao.
Seguido a isso, as NPAu20 mostraram efeito citotoxico significativo maior em periodos
de incubacédo de 24 e 72 horas, nas concentracdes de 15, 25 e 35 pug/mL (>25% de
mortalidade). Por fim, as NPAu30 apresentaram efeitos citotoxicos (>25% de
mortalidade) nas células B16F10 nas concentracdes acima de 15 pg/mL em quase
todos os periodos de incubacdo testados. Tomados em conjunto, os resultados

sugerem que todas as NPAu testadas apresentaram efeito citotoxico nas células
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B16F10, sendo os periodos de incubacéo de 24 e 72 horas os que mostraram maior
citotoxicidade, esta ainda dependente da concentracdo utilizada. Babaei et al. (2021)
mostrou que NPAu (17 nm) em uma concentragdo de apenas 0.5 pg/mL suprimiram
a viabilidade das células de glioblastoma humano (U-87 e U-251) de maneira
dependente do tempo (72 horas) em comparacao com as ceélulas nao tratadas. Além
disso, quando avaliada as imagens microscopicas observou-se que as células
expostas a NPAu apresentavam alteragdes morfoldégicas como nédo uniformidade e
polimorfismo, com nucleos danificados e membrana citoplasmatica distorcida. Da
mesma forma, neste meio de tratamento com NPAu foram encontradas células
suspensas e mortas, enquanto que as células do grupo controle revelaram estrutura
celular intacta. Ademais, utilizando a linhagem celular Hela (cancer cervical) Della
Vechia et al. (2020) mostraram que NPAu de 20 e 30 nm apresentam maior efeito
citotoxico nas células, em todas as concentracdes testadas, do que NPAu de 10 nm.

Esses resultados evidenciam o fato de que, a citotoxicidade da NPAu nas
diferentes linhagens celulares € um tanto variavel e essa variabilidade se deve ao tipo
de linhagem celular, tamanho de particula, carga superficial, concentracdes utilizadas,
tempo de exposicdo e revestimento de particulas (Rafiei et al., 2015). Usar
nanoparticulas de ouro como moléculas terapéuticas por si sO6 é uma estratégia
potencial para o tratamento do cancer (Sztandera et al., 2019). No entanto, uma vez
gue os mecanismos de citotoxicidade das NPAu ndo séo totalmente reconhecidos e
caracterizados, seu uso como terapéutica anticancer por si s6 requer mais pesquisas.

Com isso, buscando um tratamento sinérgico multimodal, apGs a analise
de citotoxicidade celular utilizando diferentes concentracfes da TMZ e de NPAu
separadamente, o proximo passo foi a escolha das melhores concentracdes de cada
um para serem utilizadas em conjunto. Para as concentragdes da TMZ, buscamos as
concentracfes mais baixas, mas que ainda apresentassem algum efeito citotoxico em
B16F10. Ja para as NPAu, buscamos as concentra¢cdes que ndo causassem mais de
50% de mortalidade em células NIH3T3. Somado a esses resultados, calculamos a
concentracéo inibitoria, ou seja, qual a concentracdo necessaria para atingir 50% da
toxicidade, bem como o indice de combinacao, para saber se a unido de TMZ e NPAu
(TNPAU) apresentou atividade aditiva, sinérgica ou antagonica.

Os resultados foram apresentados comparando os achados em B16F10 e
em NIH3T3, conforme o periodo de incubacdo da TNPAu. Em relacdo as células

NIH3T3, a solucdo de TNPAu em geral ndo apresentou citotoxicidade significativa,
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mostrando assim que, independentemente do tempo de incubacgéo, tamanho da NPAu
utilizada e concentracéo total das solucdes, a TNPAuU ndo causa a morte significativa
de células saudaveis. J4 em relacdo a acdo da TNPAu em células B16F10, tanto na
utilizacdo de TNPAu10, TNPAu20 e TNPAuU30 houve citotoxicidade acima de 25% em
praticamente todas as concentracfes, sendo em alguns casos superior a 40%,
conforme o periodo de incubacéo. Corroborando com esses resultados, o indice de
combinagdo demonstrou que houve sinergia entre a TMZ e NPAu, ou seja, um
tratamento reforcou a acdo do outro. No entanto, a TNPAulO* no periodo de
incubacdo de 48 horas, apresentou efeito antagonista, reforcando a importancia da
analise em diversos cenarios. Ademais a concentracao inibitéria (50%) em todos as
solugcdes de TNPAuU se mostrou extremamente menor do que quando comparado com
a utilizacdo apenas da TMZ sozinha ou em sua maioria menor do que quando
utilizando as NPAu sozinhas. Isso ndo sé confirma, como reforca o efeito sinérgico da
TNPAU.

Ademais aos nossos achados, Wang et al. (2021) também publicou um
trabalho utilizando a combinac¢do de TMZ com NPAu, onde a mesma foi funcionalizada
com um anticorpo anti-EphA3 (anti-EphA3-TMZ-NPAuU) na terapia direcionada ao
glioblastoma, em linhagem celular C6 por um periodo de 48 horas. A citotoxicidade de
TMZ-NPAu (32 nm) e anti-EphA3-TMZ-NPAu (46 nm) teve um efeito maior do que
TMZ sozinho (p <0,01). Esses resultados podem ser explicados, principalmente pelo
fato de que as as NPAu podem aumentar a captacao celular do farmaco segundo Orza
et al. (2013).

Outro estudo utilizando NPAu em conjunto com quimioterapicos é o de
Brown et al. (2010) utilizando a Oxaplatina. As NPAu foram utilizadas livres e também
funcionalizadas com uma monocamada de polietilenoglicol tiolado (PEG) coberta com
um grupo carboxilato. Quanto ao diametro, as NPAu livres possuiam entre 21-29 nm
e as NPAu PEGuiladas ligadas a Oxaliplatina entre 30-40 nm. O estudo foi realizado
utilizando linhagem celular de cancer epitelial pulmonar A549 e linhagem de céancer
de c6lon HCT116, HCT15, HT29 e RKO. As NPAuU ligadas a Oxaplatina demonstraram
um efeito citotdxico igual ou significativamente melhor do que a Oxaliplatina sozinha
em todas as linhas celulares testadas. Além disso, as NPAu ligadas a Oxaplatina
apresentaram uma capacidade incomum de penetrar no nucleo nas células de cancer

de pulméo (Brown et al., 2010).
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E importante ressaltar que, tanto nos resultados acima citados, como nos
resultados obtidos nesse trabalho, o uso de um quimioterapico associado com as
NPAu, fez com que uma dose menor do farmaco obtivesse resultados melhores do
gue quando este foi utilizado sozinho em uma concentragao superior. As altas doses
de quimioterapicos utilizadas atualmente sdo responsaveis por varios efeitos
adversos, dentre eles a toxicidade hematologica, sendo esse um dos principais
motivos para a suspenséao imediata do tratamento (Ouyang et al., 2013). Levando isso
em consideracgéo, a etapa seguinte deste trabalho foi a analise da hemotoxicidade do
TMZ bem como do TNPAu. A avaliacdo das NPAu sozinhas nédo se fez necessaria
neste trabalho, uma vez que ja haviam sido analisadas por nosso grupo (Della Vechia
et al., 2020).

Em relacdo as NPAu, o estudo de Della Vechia et al. (2020) mostrou que
todas as NPAu utilizadas (10, 20 e 30 nm) causaram danos hemoliticos nas
concentracfes mais altas (35 e 28 pg/mL). Ja nas concentracdes de 15 e 20 pg/mL,
apenas as NPAu de 10 e 30 nm indicaram efeito hemolitico. Por fim as NPAu de 20
nm ndo causaram nenhum dano aos eritrécitos humanos nas concentracdes de 15 e
20 pug/mL. Em concentragcbes menores (10 e 5 yg/mL) nenhuma das NPAu causaram
danos. Estas toxicidades causadas por NPAu e por quimioterapicos podem diminuir a
producado de glébulos vermelhos (causando anemia), glébulos brancos (neutropenia
ou granulocitopenia) e plaguetas (trombocitopenia), que podem ser fatais para um
paciente (Ouyang et al., 2013). No presente estudo a TMZ, nas concentracdes
testadas, apresentou apenas uma pequena citotoxicidade na concentracdo de 35
Mg/mL, ndo sendo esta significativa (<5%). Ademais, as outras concentracdes ndo se
mostraram citotoxicas, bem como o uso das solu¢cbes de TNPAu também néo
apresentaram danos aos eritrécitos humanos. Isso se deve ao fato de que, tanto as
concentracfes de TMZ quanto as de NPAu utilizadas em conjunto, foram mais baixas
dos que as que normalmente causariam danos, corroborando assim com o0s
resultados anteriores em relacéo aos beneficios do tratamento combinado.

Finalmente, para avaliar o padrdo de morte celular, a coloragéo de células
com FITC-Anexina V (fluorescéncia verde) e iodeto de propidio (fluorescéncia
vermelha) com andlise bivariada foi realizada. Esta avaliagdo permite distinguir entre
células intactas (FITC e iodeto de propidio negativo), apoptotica precoce (FITC
positivo, iodeto de propidio negativo), e células apoptoticas ou necroticas tardias

(FITC e iodeto de propidio positivo) (Orza et al., 2013). Sendo assim, o padrédo de
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morte celular foi analisado em células B16F10 apos a exposicdo a TMZ e a TNPAu,
no periodo de 24 e 72 horas.

O TMZ sozinho na concentragdo de 19,4 pg/mL apresentou menor nUmero
de células vidveis quando comparado a células B16F10 expostas ao TNPAu no
periodo de 24 horas. No entanto quando o periodo de incubacéo foi de 72 horas, a
porcentagem de células viaveis apdés exposicdo ao TMZ e TNPAu foi
significativamente semelhante. Em ambos os periodos apenas uma pequena
porcentagem (<5%) de células apresentou padrdo celular de apoptose precoce (em
fase inicial) ou de necrose. No entanto, quando expostas a TMZ, as células
apresentaram uma porcentagem maior no padrao de apoptose tardia (em fase final)
quando comparado as TNPAu no periodo de 24 horas. Ja no periodo de incubacgéo
de 72 horas, as células expostas a TNPAul0 apresentaram padrao de apoptose tardia
um pouco maior quando comparado a exposicdo ao TMZ. As TNPAu20 e TNPAu30
também apresentaram porcentagem acima de 25% de células em padrao apoptético,
neste periodo de incubacdo. Tomados em conjunto esses resultados mostram que
tanto o TMZ sozinho quando as TNPAu aqui utilizadas séo capazes de levar ao
processo de apoptose celular das células B16F10.

Em estudo realizado por Orza et al. (2013), utilizando células-tronco
derivadas de glioma, o total de células apoptéticas foi maior quando estas foram
expostas a TMZ acoplada a NPAu tratadas com L-aspartato (82,7%) do que quando
expostas apenas a a NPAu tratadas com L-aspartato (10,7%) ou apenas a TMZ
(41,9%). Isto se deve ao fato aqui ja citado de que, cada linhagem celular pode
responder de forma diferente ao mesmo tratamento, o que torna as pesquisas em
torno disso cada vez mais necessarias e relevantes.

Os resultados até aqui apresentados sugerem ainda que, as combinacdes
de TNPAu podem produzir outras alteracdes celulares, mas que se assemelham a
caracteristicas apoptéticas. Isso pode explicar o fato de o uso de TNPAU levar a altas
taxas de citotoxicidade (Figuras 15,16 e 17), sem apresentarem resultados
semelhantes na analise do padrdo apoptético. No entanto mais estudos sao

necessarios para elucidar esse mecanismo.
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6 CONCLUSAO

Células cancerigenas sdo estruturas bioldgicas muito complexas que
apresentam uma variedade de caracteristicas, que vado desde o crescimento
acelerado de um tumor ou processo de metastase até a resisténcia e eliminacéo de
drogas quimioterapicas da membrana celular. Embora os mecanismos exatos pelos
quais as células cancerigenas apresentem tais caracteristicas precisem ser mais
explorados, a combinacdo de avancos na oncologia e nanotecnologia oferece a
oportunidade de impactar significativamente nos diagndsticos e em terapéuticas
futuras.

Neste trabalho foi possivel concluir que o uso da TMZ associada a NPAu
levou a resultados melhores, principalmente no periodo de 24 horas, em relagdo a
citotoxicidade, hemocompatibilidade e inducdo a apoptose em células B16F10,
guando comparado ao uso dos tratamentos separadamente, como mostra a Figura
21. Ademais apés a combinacao, pode-se utilizar uma menor concentracao de TMZ
(19,4 pg/mL), a qual, no entanto levou a maior citotoxicidade do que quando utilizada

sozinha em maior concentragao (35 pug/mL).

Citotoxicidade B16F10  NIH3T3 Hemodlise Apoptose
EASF10
15}%‘?‘33&_"— — 24h — 521% 17,7% Mo Sim
™Z _
194 yg/mL — 24h — 202% 0% Nio Sim
NPAUSD - 24 h - 22‘3% Dl i%':i::ﬂf:nal 2020 Slm X
15 pg/mL i i

Figura 21: Comparacdo do uso da TNPAu30 (15/19,4 pg/mL) com os tratamentos utilizados
separadamente, no periodo de incubacéo de 24 horas, em células B16F10 e NIH3T3, em relagéo a
citotoxicidade, hemdlise e apoptose. Fonte: a autora.

Isto se faz importante, uma vez que altas doses de TMZ levam a diversos
efeitos colaterais, que muitas vezes levam a interrupcao do tratamento. Porém, para

explorar plenamente o potencial terapéutico da TMZ associada a NPAu, se faz
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necessario mais estudos, tanto em modelos celulares mais simples, cultivados in vitro,

guanto em modelos animais mais complexos.
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