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FOLHA INFORMATIVA
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RESUMO

O cancer € a segunda principal causa de morte no mundo. No Brasil, a neoplasia de intestino
ocupa o terceiro lugar em ambos o0s sexos. Atualmente, milhdes de pessoas com céancer
conseguem prolongar suas vidas devido ao diagnostico precoce e rapido inicio do tratamento,
o qual envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia e/ou hormonioterapia. Entretanto, mesmo
atingindo resultados satisfatérios em muitos casos, estas opc¢des terapéuticas podem levar danos
as células e aos tecidos que ndo estdo doentes, causando toxicidade e efeitos colaterais aos
individuos submetidos a esses tipos de tratamentos. Um dos farmacos mais utilizados para o
tratamento do céncer intestinal é o 5-Fluorouracil (5-FU), cujos eventos adversos mais
comumente encontrados sdo as alteracGes gastrointestinais e hematoldgicas, que muitas vezes
limitam seu uso nos pacientes. Por outro lado, varios estudos recentes demonstram o papel das
nanotecnologias, em especial das nanoparticulas de ouro (NPAu), como ferramentas
promissoras no tratamento de neoplasias malignas, sendo utilizada como carreadoras de
farmacos devido a suas propriedades de ressonancia plasménica de superficie, capacidade de
fluorescéncia e biocompatibilidade. Todas estas caracteristicas fazem com que estas particulas
possuam notaveis beneficios, oferecendo muitas possibilidades para serem exploradas como
agentes terapéuticos e diagndsticos na oncologia. Somados a isto, a natureza ndo toxica e ndo
imunogénica das NPAuU, a alta permeabilidade e o efeito de retencédo, proporcionam beneficios
adicionais que permitem facilmente a penetracéo e o acimulo seletivo de agentes terapéuticos
no microambiente tumoral. Essas caracteristicas abrem possibilidades para melhorar a
especificidade e a eficicia dos tratamentos, reduzindo o0s danos colaterais aos tecidos saudaveis.
Diante disso, a presente tese teve como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos da associacao do
5-FU as NPAu em células da linhagem Caco-2, derivadas de adenocarcinoma colorretal. Foram
analisadas a atividade hemolitica pelo ensaio de hemdlise, a citotoxicidade dos tratamentos e
associacOes, pelo ensaio viabilidade celular, e os niveis de danos ao DNA induzidos pela
associacao entre 5-FU e NPAu pelo ensaio cometa. Para isso, foram utilizadas células tumorais
Caco-2 e células normais NIH/3T3 (fibroblastos de camundongo). As células foram expostas a
diferentes concentracdes de 5-FU, NPAuU, e a combinacdo de ambos, por periodos de 24 e 48
horas. Os resultados obtidos demonstraram a sintese bem-sucedida das NPAu, confirmada pela
espectrofotometria UV-Vis. A analise do potencial zeta revelou que a associa¢do com o 5-FU
alterou significativamente a carga superficial das NPAu, sugerindo a formacao de uma camada
do farmaco sobre as nanoparticulas, o que pode influenciar sua estabilidade coloidal e
comportamento bioldgico. Além disso, a analise do indice de polidispersédo (IPd) mostrou que
a adicdo do 5-FU resultou em um aumento no didmetro hidrodindmico das NPAu, indicando a
formacdo de uma estrutura mais estavel em funcdo da concentracdo do farmaco. No ensaio de
viabilidade celular, o 5-FU associado a NPAu potencializou o efeito antineoplasico em células
tumorais em concentraces mais baixas do farmaco, sendo provavelmente possivel assim
reduzir sua citotoxicidade em células normais. Além disso, a analise de danos ao DNA, por
meio do ensaio cometa, revelou que a associag¢do entre NPAu e 5-FU reduziu os niveis de danos
genotoxicos quando comparada ao 5-FU isolado, sugerindo um efeito protetor das NPAu. Estes
achados indicam que as NPAu funcionalizadas com 5-FU apresentam estabilidade coloidal
aprimorada, baixa citotoxicidade inicial e potencial para minimizar efeitos adversos do farmaco
convencional, destacando seu potencial para aplicacdes terapéuticas futuras.

Palavras-chaves: neoplasias malignas; cancer colorretal; 5-fluorouracil; nanoparticulas de

ouro.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death worldwide. In Brazil, intestinal neoplasia ranks
third in both sexes. Currently, millions of cancer patients can prolong their lives due to early
diagnosis and the rapid initiation of treatment, which includes surgery, radiotherapy,
chemotherapy, and/or hormone therapy. However, despite achieving satisfactory results in
many cases, these therapeutic options can damage healthy cells and tissues, leading to toxicity
and side effects in individuals undergoing such treatments. One of the most commonly used
drugs for treating intestinal cancer is 5-Fluorouracil (5-FU), whose most frequent adverse
events include gastrointestinal and hematological alterations, often limiting its use in patients.
On the other hand, several recent studies highlight the role of nanotechnologies, particularly
gold nanoparticles (AuNPs), as promising tools in the treatment of malignant neoplasms,
mainly as drug carriers due to their surface plasmon resonance properties, fluorescence
capacity, and biocompatibility. These characteristics provide remarkable benefits, offering
numerous possibilities for exploration as therapeutic and diagnostic agents in oncology.
Additionally, the non-toxic and non-immunogenic nature of AuNPs, along with their high
permeability and enhanced retention effect, provides additional advantages that allow for easy
penetration and selective accumulation of therapeutic agents in the tumor microenvironment.
These properties open avenues for improving the specificity and efficacy of treatments while
reducing collateral damage to healthy tissues. Given this, the present thesis aimed to evaluate
the cytotoxic effects of the association between 5-FU and AuNPs in Caco-2 cells, derived from
colorectal adenocarcinoma. Hemolytic activity was assessed through the hemolysis assay,
cytotoxicity of the treatments and their combinations was evaluated via the cell viability assay,
and the levels of DNA damage induced by the association between 5-FU and AuNPs were
analyzed using the comet assay. For this purpose, Caco-2 tumor cells and NIH/3T3 normal cells
(mouse fibroblasts) were used. The cells were exposed to different concentrations of 5-FU,
AuNPs, and their combination for 24 and 48 hours. The results demonstrated the successful
synthesis of AuNPs, confirmed by UV-Vis spectrophotometry. Zeta potential analysis revealed
that the association with 5-FU significantly altered the surface charge of AuNPs, suggesting the
formation of a drug layer on the nanoparticles, which may influence their colloidal stability and
biological behavior. Additionally, polydispersity index (PDI) analysis showed that the addition
of 5-FU resulted in an increase in the hydrodynamic diameter of AuNPs, indicating the
formation of a more stable structure depending on the drug concentration. In the cell viability
assay, the combination of 5-FU with AuNPs enhanced the antineoplastic effect on tumor cells
at lower drug concentrations, which could potentially reduce its cytotoxicity in normal cells.
Furthermore, DNA damage analysis using the comet assay revealed that the association
between AuNPs and 5-FU reduced genotoxic damage levels compared to 5-FU alone,
suggesting a protective effect of AuNPs. These findings indicate that 5-FU-functionalized
AUNPs exhibit enhanced colloidal stability, low initial cytotoxicity, and potential for
minimizing the adverse effects of conventional chemotherapy, highlighting their promise for
future therapeutic applications.

Keywords: malignant neoplasms; colorectal cancer; 5-Fluorouracil; golden nanoparticles.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Estrutura quimica do UraCil € 5-FU...........ccceiiiiiieiiiccecc e 12
Figura 2: Mecanismo de ag¢do do 5-fluorouracil .............ccceveeiiiieiiiie s 13
Figura 3: Area de superficie das NanOPartiCUIAS. .............cccveveeeviveeerieeieeseeeee e 15
Figura 4: Nanocarreadores no tratamento de CANCEN...........ccuevviiereeiieiie e 16

Figura 5: Perfis de potencial zeta (ZP) das nanoparticulas de ouro (NPAu) na auséncia e
presenca do farmaco fluorouraCil (5-FU) ......c.coveiieii i 28
Figura 6: Indice de Polidispersio das nanoparticulas de ouro (NPAu) na auséncia e presenca do
fAarmaco 5-FIUOTUIaCil (5-FU) ..c.oiiiii s 29
Figura 7: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de Caco-2 tratadas por 24
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracdes e sua associacdo com 10% de
nanoparticulas de ouro (NPAU) @M DMEN..........cooiiiiiiiiiieees e 31
Figura 8: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de NIH/3T3 tratadas por 24
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracdes e sua associacdo com 10% de
nanoparticulas de ouro (NPAU) €M DIMEN.........c.cooiiiiiiiii e 31
Figura 9: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de Caco-2 tratadas por 48
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracdes e sua associacdo com 10% de
nanoparticulas de ouro (NPAU) @M DMEN..........cooiiiiiiiiiieeceees e 32
Figura 10: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de NIH/3T3 tratadas por 48

horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracdes e sua associacdo com 10% de

nanoparticulas de ouro (NPAU) €M DMEN..........cooiiiiiiiiiii e 33
Figura 11: Efeito do Fluorouracil (5-FU), 5-FU + NPAu e NPAu sobre a morfologia dos
BITETOCTTOS. .. vttt ettt bttt b et e s e b et e b e b bt e ke R e e Rt e Rt et e bbb eene et e e e s 34

Figura 12: Avaliacdo dos danos ao DNA in vitro pelo parametro Tail intensity (%) em cultura
celular de Caco-2 tratadas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracfes e sua
associagdo com 10% de nanoparticulas de ouro (NPAU) em DMEN..........cccooviiiininenennninns 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Raio hidrodindmico (UR), indice de polidispersdo (IPd), potencial zeta (ZP) de
nanoparticulas de ouro (NPAu) livres e NPAu associados a solucdes de 50,0 mg/mL de 5-
FIUOIOUIACT (5-FU) .ottt et ene e 30
Tabela 2: Avaliacdo da hemocompatibilidade do 5-Fluoruracil (5 pg/mL), 5-Fluoruracil +

NPAuU e NPAu, representado pela taxa de hemoOlise (%0) ......cccovveerereineniineieese s 33



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-FU — 5-Fluorouracil

CCR — Cancer colorretal

DLS — Espalhamento de luz dindmica
DMEM - Meio modificado por Dulbecco’s, do inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO — Dimetil sulfoxido

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DPD - dihidropirimidina desidrogenase
dTMP - desoxitimidina monofosfato
DUMP - desouridina monofosfato

dUTP - 2"-Desoxiuridina, 5" -Trifosfato
ERRO — espécie reativa de oxigénio
FAUMP - fluoro-desoxiuridina monofosfato

FAUTP - trifosfato de 5-fluorodesoxiuridina

INCA - Instituto Nacional do Cancer

IPd — indice de polidisperséo

MTT - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan
NaCL — Cloreto de sodio

NP - Nanoparticulas

NPAu — Nanoparticulas de ouro

PEG - polietileno glicol

PLA — Acido polilatico

RNA — Acido ribonucleico

RPM - Rotag¢des por minuto

TMZ — Temozolamida

TS - timidilato sintase

TNPAuU — Temozolamida associada a nanoparticulas de ouro
UV - Ultravioleta

UV — Vis - Ultravioleta visivel

ZP — Potencial zeta



SUMARIO

LN 2T0] 5161070 IO 1
1.1 CANCER COLORRETAL....o.oviertetseeeteetesetesstesee s seness s s sen s sessas s ssnsnssnanssnssnansans 10
1.2 TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO.......oiuiieeeeeeeeeee et 11
1.3 5-FLUOROURARCIL.....ooiiiee ettt st e ae et e et e e e e e nnneeennes 12
1.4 USO DE NANOPARTICULAS NO TRATAMENTO DO CANCER........cccooovvveeerrieennen, 16
1.5 NANOPARTICULAS DE QURO.......ococeieeiieesieie e sesissesesasses s sessss s senanssnssnan o, 18
LB JUSTIFICATIV A ettt e e st e st e e e aa e e e nna e e e neeeanreas 20
2 OBIETIVOS. ...ttt e et e e et e e et e e st e e s tee e anbeeenreeeennaeean 21
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt ettt st ne e 21
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......cocvieeveieeeteesiieieses e ses s sessess s sen s s sensssss s ssssn s 21
3MATERIAL E METODOS........cooiviiiiiiiieise et 22
3.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO......ccoiuiiiiieieisiniieeeneieeessesssseeissssesens 22
3.2 ASSOCIACAO DO 5-FLUOROURACIL COM AS NANOPARTICULAS DE OURO...22
3. 2.1 POENCIAI ZETA.......eeiiieiieiieieie ettt bbbttt nn e neene s 22
3.2.2 INdice de POIIISPEISAD. .........cocveeveeerceie ettt 23
3.3 CULTURA CELULAR. ..ottt et et e e e e nnee s 23
3.3.1 Ensaio De Viabilidade Celular - MTT ... e 24
3.4 AVALIACAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE..........ccosvoeieeeeeeeeeeeeeeessrssesessenisnensnes 24
3.5 ENSAIO COMETA IN VItFO...uiiiieiiiieiieiee ettt 25
3.6 ANALISE ESTATISTICA . .....omiiieieieteieeette s 26
1 1 I 17 I 10 1 TSRS 28
4.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO........cooviiieeeiieieseesessesiessiesessesienessenaenenns 28
4.1.1 Espectrofotometria UV-Vis das nanoparticulas de ouro............ccccccooveveiieieeiecnennnn, 28
4.1.2 POLENCIAL ZETA (ZP)....eeieiiiiiiieeee bbbt 28
4.1.3 Indice de PolidiSPErsao (IP).........covueveeveeeeiieeeeeieeeseeeesesieee et eses s 29
4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR - MTT ..ottt 31
4.3 AVALIACAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE........c.oiieeeeieeeireeerseesssesienessenisnensnes 34
4.4 ENSAIO COMETA INVIFO....oiiitiiiie ettt ettt et sne e e snve et e reeenne s 35
5 DISCUSSAD. ...ttt 37
B CONCLUSAO. ...ttt 45

REFERENGCIAS. ..ottt e e e e et e e es et e e et e e er et e es et e e es e e es et e s e s e e es e e eseresere e enans 46



1 INTRODUCAO

As neoplasias sdo definidas como tumores que resultam do crescimento
desordenado de células causado por danos ao acido desoxirribonucleico (DNA), que ao nédo
serem reparados pelo organismo, levam ao desenvolvimento de mutacbes. Estas mutacdes
podem ser hereditarias ou adquiridas ao longo da vida do individuo, devido a exposicdo a
agentes carcinogénico como substancias quimicas, radiacdo ionizante ou habitos prejudiciais
(Sudhakar, 2009).

O tumor maligno, também conhecido como cancer, se diferencia da lesdo benigna,
devido sua capacidade de invadir e espalhar-se para outras partes do organismo através da
circulacdo sanguinea ou linfatica, levando a formacéo de lesdes a distancia do seu sitio primario,
conhecidas como metastases, que se desenvolvem principalmente no sistema nervoso central,
0ssos, figado e pulmdes (Ministério da Saude - INCA, 2023).

O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, ficando atras somente
das doencas cardiovasculares. Atualmente, milhGes de pessoas com cancer conseguem
prolongar suas vidas devido ao diagndstico precoce e rapido inicio do tratamento, o qual pode
envolver as modalidades de cirurgia, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia (Cappell,
2008; Sudhakar, 2009). Entretanto, mesmo atingindo resultados satisfatorios em muitos casos,
estas opcOes terapéuticas podem causar danos as células e aos tecidos que ndo estdo doentes,
causando toxicidade e efeitos colaterais aos individuos submetidos a esses tipos de tratamentos
(Assis, 2011; Wang et al., 2018).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o tumor
maligno mais incidente em ambos 0s sexos é o cancer de pele do tipo ndo melanoma, seguido
pelos tumores de prdstata nos homens e de mama em mulheres. Ocupando o terceiro lugar,
tanto no sexo masculino quanto no feminino, esta o cancer colorretal (CCR). Em relacdo a
mortalidade, em homens os tumores de pulmao, prostata e intestino sdo 0s que mais matam, ja
em mulheres, temos o cancer de mama em primeiro lugar, seguido de pulmé&o e intestino,

ocupando respectivamente 0s segundo e terceiros lugares (Ministério da Saude - INCA, 2023).
1.1 CANCER COLORRETAL
O CCR representa uma das neoplasias malignas de maior incidéncia e mortalidade,

sendo o terceiro tumor maligno mais comum no mundo. Acomete células epiteliais que

revestem o limen do colon, e é progressivamente classificado em cinco estagios de evolugéo



O, I, 11, 111 e 1V) a depender da profundidade de invasédo do tumor, do comprometimento de
linfonodos e da existéncia de metastases a distancia (Assis, 2011; Cappell, 2008; Khan et al.,
2021).

O tipo histolégico mais comumente encontrado no CCR, responsavel por mais de
90% dos casos, é o adenocarcinoma. Este tipo de tumor tem como fatores de risco ja
reconhecidos a idade avancgada, o sexo masculino, o histérico pessoal ou familiar de cancer de
intestino, a presenca de polipos intestinais, os fatores genéticos, sendo eles adquiridos ou
hereditarios, e alguns fatores ambientais como dieta rica em gordura e pobre em fibras,
obesidade, sedentarismo e tabagismo. A prética regular de exercicios fisicos aerdbicos, 0 uso
cronico de &cido acetilsalicilico, a dieta rica em fibras, vitamina D, selénio e magnésio sdo
considerados fatores protetores do CCR (Ministério da Saude - INCA, 2023).

Em relacdo aos fatores genéticos, acredita-se que 0s agentes cancerigenos
provoquem mutacGes genéticas especificas no DNA nuclear das células do epitélio intestinal,
produzindo mutacdes, fraturas cromossdémicas e outras alteracdes do material genético. As
alteracdes celulares que resultam da exposicdo da mucosa intestinal aos agentes cancerigenos
inicialmente se manifestam por les6es inflamatorias inespecificas. Se esta agressao é intensa e
prolongada, levara ao desenvolvimento de displasias celulares, e, posteriormente, do carcinoma
in situ, que progride para o cancer invasivo, se nao tratado (Winawer, 1999).

A escolha do tratamento oncoldgico vai depender da condi¢do clinica do paciente
e do estagio de evolucdo do tumor ao diagnoéstico. O tratamento padrdo para o cancer de célon
localizado consiste na ressecc¢do cirargica por via aberta do tumor primério e o esvaziamento
dos linfonodos regionais (Ministério da Saude - INCA, 2023). Os tratamentos adjuvantes,
aqueles iniciados ap6s o tratamento cirdrgico, sdo utilizados na maioria das vezes para reduzir
0 risco potencial de metastases, recidiva e morte pelo tumor (Assis, 2011; Cappell, 2008;
DeVita et al., 2021). A quimioterapia paliativa esta indicada para doentes com CCR recidivado

inoperavel ou com doencga metastatica ao diagndstico (Koukourakis, 2010; Petrelli et al., 2012).

1.2 TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

O tratamento de tumores com medicamentos quimioterapicos passou por Vvarias
mudangas ao longo dos anos, com a identificacdo de drogas com potencial curativo para muitas
neoplasias malignas anteriormente fatais. A quimioterapia pode prolongar a vida e impedir a

recidiva da doenca ap0s a resseccdo cirdrgica de diversos tumores, permitindo, muitas vezes, a



realizacdo de uma cirurgia mais limitada e até mesmo a cura de casos que antigamente eram
incuraveis (Brunton et al., 2019). Todavia, a resisténcia a farmacos continua sendo um
obstaculo ao tratamento do cancer, e resulta de uma variedade de alteragdes moleculares, cujos
mecanismos incluem a absorcdo e liberacdo inadequadas do farmaco; a ativacéo e depuracéao
da droga; e mutacGes, amplificacdes ou dele¢Bes nos alvos dos farmacos (Van Schaeybroeck et
al., 2013). Os defeitos no reconhecimento de quebras do DNA, a hiperexpresséo de enzimas de
reparos especificas e a perda das vias apoptéticas podem também contribuir para a resisténcia
a agentes citotoxicos (Brunton, 2019).

Os quimioterapicos sdo compostos citotoxicos que exibem acentuada variacdo em
sua estrutura e no seu mecanismo de acdo, e incluem os agentes alquilantes; os analogos
antimetabolitos do acido folico, das pirimidinas e das purinas; os produtos naturais, horménios
e antagonistas hormonais; e uma variedade de agentes dirigidos para alvos moleculares
especificos (Chabner e Roberts, 2005).

Os tratamentos quimioterapicos possuem toxicidade tanto para as células
cancerosas como para as células normais. Os efeitos adversos dependem do tipo de
apresentacdo do medicamento e da dose administrada, e podem ser divididos em dois grupos
principais: agudos, que se iniciam em minutos ap6s a administragdo do agente antineoplasico e
persistem por alguns dias, e tardios, que aparecem semanas ou meses ap0s a infusdo deles
(Brunton, 2019; Khan et al., 2021).

No CCR os farmacos a base de platina (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina), 5-
fluorouracil (5-FU) e leucovorin sdo os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento
deste tipo de tumor. O mecanismo de acdo destes medicamentos, em geral, ocorre através da
destruicdo do DNA das células tumorais, inibindo sua proliferacdo celular, porém existem
varias limitacGes relacionadas ao uso destes quimioterapicos. Estas incluem resisténcia,
citotoxicidade sisttémica, imunossupressao medular, disfuncdo celular e faléncia de érgéos, os
quais podem causar inimeros efeitos colaterais aos pacientes que fazem uso destas drogas, tais
como nauseas, vomitos, diarreia, infecdo, mucosite, alopecia, neuro e nefrotoxicidade.
(Cappell, 2008; DeVita et al., 2021; Khan et al., 2021).

1.3 5-FLUOROURACIL (5-FU)
Os antimetabolitos s&o um grupo de farmacos com estrutura bioquimica similar a
um metabdlito necessario para reagdes normais do organismo, assim o inibindo por competicéo.

Esta similaridade é suficiente para ser reconhecida pelo organismo, mas insuficiente para
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manter as funcgbes normais, alterando o metabolismo da célula, incluindo a diviséo celular
(Rang et al., 2020). Esta classe de medicamentos é dividida em analogos do acido folico
(metotrexato), analogos da pirimidina (5-FU, capecitabina, citarabina) e analogos da purina (6-
mercaptupurina, tioguanina, pentostatina).

O 5-FU foi introduzido na terapéutica de tumores em 1957 e continua até hoje a ser
parte essencial do tratamento de uma variedade de tumores, incluindo tumores gastricos,
colorretais, de cabeca e pescoco, mama, ovario, prostata, figado e do trato geniturinario (Malet-
Martino, 2002). Inicialmente este farmaco foi utilizado de forma isolada e, posteriormente
passou a ser utilizado em diferentes esquemas de combinag6es, melhorando assim a resposta
clinica dos pacientes, com variagGes em suas doses, apresentacdes, tempo e tipo de infusdo, que
pode ser em bolus ou infusdes continuas (Blaschke, 2011).

Quando aprovado, o medicamento foi utilizado para o tratamento de pacientes com
cancer de mama e c6lon metastéticos, e posteriormente, passou a ser utilizado também nos
casos de adjuvancia, ap6s o tratamento cirargico (Rang et al., 2020). O 5-FU difere da base
uracil pela substituicdo de um atomo de fldor na posic¢do 5 do carbono no anel pirimidico. A

estrutura quimica do uracil e do 5-FU estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica do uracil e 5-FU. Fonte: NCBI, 2024.

Para se tornar ativo o 5-FU precisa ser convertido em seus metabdlitos, os quais
precisam ser fosforilados para que sejam erroneamente incorporados no DNA e RNA (acido
ribonucleico) ou atuar inibindo a enzima timidilato sintase (TS), responsavel pela conversao de

desouridina monofosfato (dUMP) a desoxitimidina monofosfato (dTMP) com um doador de
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metil (5,10-metileno-tetrahidrofolato). A TS é a Gnica fonte de timidilato intracelular na via da
sintese de piridinas (Longley et al., 2003).

Apds ocorrer a penetracdo na célula, o 5-FU é metabolizado através de duas vias
gue concorrem entre si: a via anabolica, que da origem aos metabdlitos ativos, e a via catabolica,
que inativa o 5-FU e conduz a eliminacdo do farmaco. A atividade bioldgica do 5-FU esté
associada ao seu metabolismo, devido a formacdo de seu metabdlito ativo 5-fluoro-
desoxiuridina monofosfato (FAUMP), o qual inibe a TS, formando um complexo temario
covalente entre a TS e 0 5,10 -metileno-tetrahidrofolato, aumentando assim a concentracdo de
dUMP intracelular. A inibigdo da TS impede assim a sintese de DNA, levando a célula a
apoptose. O dUMP e o FAUMP podem ainda ser fosforilados, produzindo respectivamente 2"-
Desoxiuridina, 5°-Trifosfato (dUTP) e Trifosfato de 5-fluorodesoxiuridina (FAUTP), os quais
podem ser incorporados no DNA e RNA intracelular, interferindo em seu processamento
(Nagore et al., 2000; Roque e Forones, 2006; DeVita et al., 2021). A citotoxicidade do 5-FU
resulta da interferéncia do farmaco na replicagdo do RNA e da deplecdo da timidina, que segue
ligada com a enzima timidilato sintetase (Longley et al., 2003; Brunton et al., 2019). O

mecanismo de acdo do 5FU encontra-se esquematizado abaixo, na Figura 2.
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Figura 2: Mecanismo de acdo do 5-fluorouracil (5-FU). Legenda: Dentro das células o 5-FU é
convertido aos seus metabolitos, que por sua vez podem ser incorporados erroneamente no DNA ou RNA. O
FAUMP, considerado o metabdlito ativo, atua principalmente inibindo a timidilato sintase (TS), que leva a
incorporacgdo de uracil no DNA. O FdAUMP também pode ser fosforilado e incorporado no DNA, o que resulta em
diferentes efeitos, tais como a inibicdo do enlongamento da cadeia, alteracdo da estabilidade e formacdo de
quebras. Fonte: Matuo, 2012.
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Quando incorporado ao DNA, o 5-FU inibe sua sintese, interfere com a cadeia de
DNA nascente, altera a estabilidade e reparo do DNA, induz quebras simples nas fitas nascentes
de DNA e quebras duplas no DNA parenteral (De Angelis e Svendsrud, 2006; Noordhuis et al.,
2004). Quando incorporado ao RNA, causa diminuicdo de sua sintese, inibicdo da
poliadenilacdo de RNA mensageiro, alteracdo de sua estrutura secundaria, mudancas
quantitativas e qualitativas na sintese proteica, incorporacdo de uracil nos sSnRNA, 0s quais
representam pequenos RNAs nucleares (Noordhuis et al., 2004).

A resisténcia aos efeitos citotoxicos do 5-FU é atribuida principalmente a expressao
aumentada da enzima timidilato sintetase que compensa a inibicao realizada pelo 5-FU (Peters
et al., 1995). O aumento da enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD), responsavel pela
metabolizacdo do 5-FU no figado, pode levar a resisténcia por diminuir a biodisponibilidade do
quimioterapico. A diminuicdo da expressao de p53 pode levar a0 aumento da expressao de
DPD, e assim, reduzir a sensibilidade ao 5-FU (Gokare e Finnberg, 2017; Zhang et al., 2017).

A metilacdo do DNA (adi¢do de grupos metil no carbono 5 da citosina) é outro
mecanismo epigenético de resisténcia bastante estudado, e esta associada a inibicdo da
expressao génica (Moore et al., 2013). Em 2018, um estudo com células de cancer colorretal
submetidas a tratamento com 5-FU, observou que em celulas resistentes ao tratamento, genes
envolvidos nas vias de metabolismo de pirimidinas e do citocromo P450 apresentaram através
da hipermetilagdo um importante mecanismo epigenético induzindo as células a adquirir
resisténcia ao 5-FU (Shen et al., 2018).

Conforme dados do INCA, mais de 10% dos pacientes em tratamento com 5-FU
irdo desenvolver pelo menos algum dos principais efeitos colaterais mais comumente descritos.
Séo eles: dermatite, exantema maculopapular, alopecia, ndusea, vomito, anorexia, estomatite,
esofagite, faringite, diarreia, granulocitopenia, trombocitopenia e estomatite ulcerativa. Entre 1
a 10% dos pacientes apresentardo pele seca, ulceracdo gastrointestinal, bradicardia, edema
periférico, cefaleia, dor abdominal, manifestacbes hemorragicas maiores, e trombocitopenia.
Menos de 1% ira apresentar dor no peito, hipotensao, alteracdes semelhantes a isquemia, ataxia
cerebelar, sonoléncia, hiperpigmentacdo de face, maos, fotossensibilidade a radiacdo UV
(ultravioleta),  eritrodisestesia  palmar-plantar ~ (sindrome  mao-pé), coagulopatia,
hepatotoxicidade e distarbios visuais. O 5-FU pode ser potencialmente neurotoxico, mas esses

efeitos séo raros na pratica clinica (Ministério da Saude - INCA, 2021).
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1.4 USO DE NANOPARTICULAS NO TRATAMENTO DO CANCER

Nas ultimas décadas, novas abordagens terapéuticas em uma escala de aplicacfes
moleculares nanomeétricas trouxeram novas opcdes de tratamento na area médica, com grandes
desafios na aplicabilidade humana. As nanomoléculas podem ser produzidas a partir de muitos
materiais e em variados tamanhos. Por meio da possibilidade de moldar o seu tamanho e sua
forma, essas particulas séo de extrema utilidade no tratamento de enfermidades, pela capacidade
de carrear drogas, ser sinalizador tumoral, e ainda auxiliar no diagnéstico de doencas. Entre 0s
varios tipos de nanoparticulas (NP) ja estudadas, existem mais comumente as biodegradaveis
(proteinas, polimeros, lipidios), as metélicas (ouro, prata, ferro, zinco) e as eletromagnéticas.
Diversos estudos ja demonstraram a atividade potencializadora destas particulas sobre os
efeitos antineoplasicos de determinados quimioterapicos utilizados em oncologia, permitindo
uma nova abordagem no tratamento contra o cancer (Disner, 2016; Carvalho Lopes e Pereira
Torres, 2020).

Devido a heterogeneidade das neoplasias malignas, novas estratégias que abordam
0s processos de morte neoplasica estdo sendo avaliadas, abrindo espaco para a utilizacdo das
NP. O uso destas particulas permitem amenizar os efeitos colaterais disseminados das
quimioterapias, em virtude da sua especificidade direcionada ao tecido tumoral e da sua maior
capacidade de absorcdo (Fang et al., 2015; Carvalho Lopes e Pereira Torres, 2020). A area de
superficie das NP é inversamente proporcional ao seu tamanho, resultando em uma grande area
disponivel para carreamento de drogas, conjugacdo ou ligacdo com substancias, o que aumenta

sua solubilidade e estabilidade, como apresentado na Figura 3 (Kumar et al., 2013).

Nanoparticulas
Volume

Aumento da area superficial

Figura 3: Area de superficie das nanoparticulas. Legenda: O aumento da area superficial é provocado
pela reducdo de seu tamanho. Fonte: Da R6z et al., 2015.

As NP podem ser utilizadas por meio de sistema de vetorizagdo passiva, voltada

para 0 acumulo dessas no endotélio neoplasico que se forma na angiogénese tumoral e possuem
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fenestragBes com tamanhos entre 100 e 780 nm. Além deste mecanismo de acumulagéo, existe
a técnica de vetorizacdo ativa, onde ligantes projetados na superficie das NP irdo interagir
especificamente com as células do cancer e seus receptores, como demonstrado na Figura 4.
Esses ligantes podem ser anticorpos monoclonais, aptameros ou peptideos (Jurj et al., 2017;
Mosquera et al., 2018). Estes dois mecanismos causam um maior acimulo do medicamento no
sitio de acdo, possibilitando a administracdo de doses menores ao paciente, com consequente

reducdo de sua toxicidade (Danhier et al., 2010).
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Figura 4: Nanocarreadores no tratamento de cancer. Legenda: Nanocarreadores podem acumular-se no
tumor pelo mecanismo passivo, devido a permeabilidade vascular aumentada na regido tumoral, ou pelo
mecanismo ativo, que também aumenta a captagdo de nanoparticulas pelas células tumorais. Fonte: Adaptado de
Vieira e Gamarra, 2016.

Os metais como prata, ouro, platina e ferro séo muito utilizados em estudos para
tratamento do cancer. Podem ser moldados em vérios tamanhos e em variadas formas,
apresentando aspectos farmacodinamicos e farmacocinéticos que favorecem a inducdo da
célula cancerigena a morte (Bisht e Rayamajhi, 2016;). O mecanismo que 0s metais usam para
gerar morte celular € principalmente a inducéo de apoptose ou necrose pela geracao de espécies
reativas de oxigénio (ERO). O excesso de producdo de ERO pode ser maléfico para a célula,

sendo responsavel também por danos a dupla-fita de DNA (Han et al., 2017).
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1.5 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro (NPAu) podem desempenhar papel fundamental na
superacdo das limitacbes que os tratamentos convencionais para 0 cancer apresentam na
atualidade, como alta toxicidade e indices de recidivas da doenca com resisténcia as drogas
existentes (Bansal et al., 2020). Séo sintetizadas a partir da reducéo do acido tetraclorodurico
(Turkevich, 1951), e possuem importantes propriedades como funcionalizacdo de superficie,
fluorescéncia, diferentes formas e tamanhos, além da biocompatibilidade (Tao et al., 2015;
Singh et al., 2018). Devido a isso, as NPAu tem sido cada vez mais utilizadas como carreadoras
de drogas em diversos estudos. A presenca de uma carga negativa na superficie das NPAu as
torna facilmente modificaveis, podendo ser utilizadas com facilidade em varios cenarios,
adicionadas a diversas biomoléculas, como farmacos, ligantes, proteinas ou genes. Além disso,
as NPAu tém um grande potencial de ajustes, podendo ser preparadas em uma grande variedade
de formas desejaveis e tamanhos de nucleos especificos (1 a 50 nm), o que facilita o controle
de sua dispersdo (Singh et al., 2018).

Todas estas propriedades fazem com que as NPAu possuam notaveis beneficios,
oferecendo muitas possibilidades para serem exploradas como agentes terapéuticos e
diagndsticos na oncologia. Somados a isto, a natureza ndo tdxica e nao imunogénica das NPAu,
a alta permeabilidade e o efeito de retencdo, proporcionam beneficios adicionais que permitem
facilmente a penetracdo e o acimulo de medicamentos nos locais do tumor (Gao et al., 2021).

Na atualidade, as NPAu apresentam diversas aplicacdes em terapias oncoldgicas.
Devido as suas propriedades Unicas, como absorcdo e espalhamento de radiacdo
eletromagnética, as NPAu também podem ser utilizadas em terapia fototérmica (ZOU et al.,
2016). Outra aplicacdo vantajosa € na ablacdo por radiofrequéncia, onde, devido a sua
capacidade de absorver raios X, as NPAu atuam como moléculas-alvo, promovendo o aumento
da temperatura quando expostas a radiofrequéncia externa (Hainfekd et al., 2010).

Além disso, as NPAu tém se destacado na modulacao terapéutica, em destaque para
a inibicdo da angiogénese, considerada uma das mais promissoras estratégias para a aplicacdo
destas particulas na terapia dos tumores (Bergers e Benjamin, 2003). Essas nanoparticulas
também tém sido empregadas com sucesso na inducgéo da hipertermia localizada para destruicdo
de tumores e em terapias fotodindmicas contra o cancer (Fang et al., 2015). Estudos

demonstraram que as NPAu podem absorver luz e calor, permitindo potencializar os efeitos da
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radioterapia e aumentando significativamente a sobrevida a longo prazo em comparagéo a
radioterapia isolada (Hainfeld et al., 2013; Fang et al., 2015).

Temos ainda o uso das NPAu como carreadoras de drogas. Embora a quimioterapia
seja 0 método mais comumente utilizado no tratamento do cancer, seu uso € em muitos casos
limitado, principalmente devido aos inUmeros efeitos colaterais, baixa solubilidade e
biodistribuicdo restrita. A eficicia da quimioterapia pode também ser prejudicada por um
microambiente tumoral mutavel e resisténcia celular aos farmacos. Devido a estas limitacoes,
a aplicacdo de sistemas de liberacdo de drogas que fornecam transporte direcionado eficiente
tem sido cada vez mais estudados. Esses sistemas transportadores devem ser capazes de reter
uma quantidade adequada do medicamento, contornando mecanismos de resisténcia aos
medicamentos, melhorando a biodistribuicdo ou impedindo sua remocdo rapida. As NPAu
foram recentemente examinadas para o potencial de entrega de drogas anticancerigenas,
principalmente devido a sua biocompatibilidade, bem como a capacidade de formar complexos
estaveis com DNA e RNA (Duncan et al., 2010).

Zheng et al. em 2008, demonstraram que as NPAu conseguem causar um aumento
da radioatividade devido a maior absorcdo da energia da radiacdo ionizante pelo metal, que
acabam por causar as quebras nos DNA de fita dupla, podendo oferecer uma nova abordagem
aplicavel no tratamento da radioterapia (Zheng et al., 2008). Em 2015, Fytianos et al.
investigaram a influéncia das NPAu com diferentes modificacGes superficiais em células
dendriticas derivadas de mondcitos. As NPAu induziram a producdo de interleucinas-p1 e
desencadearam respostas celulares inflamatdrias in vitro (Fytianos et al., 2015).

Em 2020, Della Vechia et al. realizaram um estudo para sintetizar e caracterizar as
NPAu em diferentes tamanhos e avaliar sua citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais.
Este estudo demonstrou que as propriedades fisico-quimicas, a concentracdo e o tipo celular
foram fatores limitantes para o efeito citotoxico das NPAu, confirmando a necessidade de
estudos futuros para avaliar a absor¢do, mecanismo de morte e outros parametros bioquimicos
necessarios para desenvolver novos tratamentos para o cancer (Della Vechia et al., 2020).

Em janeiro de 2022, Uggioni et al. avaliaram o efeito sinérgico de paclitaxel e
cisplatina associado a NPAu em células cervicais HeLa. O estudo demonstrou que a
combinagdo dos quimioterapicos com as NPAu potencializou seus efeitos citotoxicos,
induzindo sinergismo entre os tratamentos e resultando na morte celular de HeLa por apoptose
(Uggioni et al., 2022). Levando em consideracdo todos esses aspectos, entende-se que 0 UsoO

clinico de NPAu no tratamento dos tumores malignos possui diversos tipos de aplicabilidade
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na pratica clinica, porém ainda requer muitos estudos para um melhor conhecimento e utilizac&o

desta nanotecnologia.

1.6 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo da nanotecnologia visando o aumento da biodisponibilidade dos
medicamentos foi fundamental para a industria farmacéutica. Os produtos produzidos a partir
desta tecnologia tém alcancado varias melhorias na resposta terapéutica, uma vez que, tém se
observado uma maior estabilidade e uma menor degradagdo do fa&rmaco no organismo. Além
disso, também é possivel alcancar melhor eficacia terapéutica utilizando doses menores dos
ativos farmacéuticos, impactando inclusive nos custos dos esquemas terapéuticos (Darweesh et
al., 2019).

Os medicamentos convencionais utilizados atualmente no tratamento de tumores
malignos, quando associados a tecnologia das nanoparticulas, ttm como objetivo potencializar
o efeito antitumoral do farmaco, trazendo beneficios nos resultados do tratamento combinado.
Essa associacdo pode permitir uma liberacdo sustentada do medicamento, aumentando seu
tempo de circulagdo no organismo e o contato com as células-alvo, o que potencializa seu efeito
farmacoldgico e sua eficacia. Além disto, os nanomedicamentos podem reduzir a toxicidade do
tratamento, pois permitem o uso de doses menores do farmaco, resultando em menos efeitos
colaterais. Essa reducdo dos efeitos adversos melhora a tolerancia ao tratamento e promove
maior adesao do paciente ao esquema terapéutico, otimizando a destruic¢éo das células tumorais
(Shen et al., 2015; Fan et al., 2017).

Diante disso, este projeto tem como objetivo analisar os efeitos citotoxicos do uso
de NPAu em combinacdo com o 5-FU, metabolito ativo amplamente utilizado no tratamento
do céancer de intestino. A proposta € avaliar se essa associacdo pode potencializar os efeitos
terapéuticos, permitindo a utilizacdo de doses reduzidas do farmaco. Isso, por sua vez, pode
minimizar a toxicidade associada ao tratamento, proporcionando maior seguranca e melhor

tolerancia por parte dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citotdxicos e genotoxicos do 5-FU associado a NPAu em linhagem
celular de cancer de intestino do tipo adenocarcinoma (Caco-2).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter nanoparticulas de ouro de 20 nm, por meio de sintese quimica, seguido de
caracterizacdo por espectrometria de UV-Vis (ultravioleta visivel);

e Auvaliar a eficacia de associacdo entre as NPAu com o farmaco 5-FU, através de
caracterizacgdo fisico-quimica;

e Auvaliar os efeitos citotoxicos do farmaco 5-FU, das NPAu e da associagcdo de ambos na
linhagem celular de cancer Caco-2,;

e Auvaliar os efeitos citotdxicos do farmaco 5-FU, das NPAu e da associacao de ambos na
linhagem celular saudaveis NIH/3T3;

e Avaliar a hemocompatibilidade do farmaco 5-FU, das NPAu e da associacao de ambos;

e Investigar a influéncia do farmaco 5-FU, das NPAu e da associacdo de ambos na
genotoxicidade celular (Caco-2).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

As NPAu foram sintetizadas conforme o método descrito por Turkevich (1951),
com adaptagdes (Della Vechia et al., 2020). Para isso, foi utilizado o precursor metalico acido
tetraclorodurico (HAuCls) (Sigma-Aldrich, MO, EUA), o qual foi reduzido quimicamente
através do reagente citrato de sodio di-hidratado (NazCeHs07.2H20) (Nuclear, SP, Brasil), o
qual foi utilizado na sintese como agente redutor e estabilizante.

Inicialmente, 16 ul de HAuCls (4 mM) foi diluido em 50 mL de agua ultrapura
(milli-Q), e entdo essa solucdo foi aquecida até 90 °C, sob agitacdo magnética a 700 rotacbes
por minuto (rpm). Para o controle dimensional das NPAu, preparou-se uma solugédo de citrato
de sodio dihidratado na concentragdo de 38 mM, diluida em &gua ultrapura. Essa solucéo foi
aquecida a 50 °C.

Apobs atingir a temperatura, 5 mL da solucdo de citrato foi adicionada lentamente
por gotejamento na solugdo de HAuCls. A mistura foi deixada reagir por aproximadamente 15
minutos, resultando em uma coloragdo roxa, indicativo da formacéo das NPAu de 20 nm. Ao
final do processo, a solucdo foi a temperatura ambiente e armazenada em tubos revestidos com
papel aluminio para evitar exposicdo a luz. A formacdo das NPAu foi determinada por analise
de espectrofotometria UV-Vis (espectrofotbmetro Shimadzu, Ultravioleta 1800), sendo

utilizada a regido visivel (400 nm — 700 nm) para avaliacdo.
3.2 ASSOCIA(;AO DO 5-FLUOROURACIL COM AS NANOPARTICULAS DE OURO

A associacao entre o medicamento 5-FU (C4H3FN202) (50 mg/mL) com as NPAu
de 20 nm, ocorreu através de agitacdo por um periodo de 1 hora. Foram utilizadas diferentes
doses de 5-FU (0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 5 pg/mL) diluidas em 10 % de
NPAuU.

3.2.1 Potencial Zeta

As medicdes do potencial zeta (ZP) foram realizadas usando um analisador

NanoBrook Omni ZP (Brookhaven Instruments Corp., EUA) com um laser de diodo vermelho
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padrdo de 40 mW usando a técnica de espalhamento de luz de analise de fase (PALS). A faixa
de mobilidade foi entre 101 e 107 mV, a faixa ZP foi entre 500 e 500 mV e o angulo de
espalhamento foi de 15°. As amostras foram medidas em agua Milli-Q e as medi¢des foram
conduzidas em triplicata a 20 £ 1 °C (Dal B¢ et al., 2014; Micheletto et al., 2015; Dos Santos
et al., 2016; Dos Santos et al., 2018).

3.2.2 Indice de Polidisperséao

A intensidade média do diametro e a distribuicdo do tamanho de particula das
formulagdes foram determinadas usando a analise de espalhamento de luz dindmico (DLS)
usando um analisador de tamanho de particula e potencial zeta NanoBrook Omni (Brookhaven
Instruments Corp., EUA) com um laser He—Ne coerente monocromatico com comprimento de
onda fixo de 640 nm, poténcia de 40 mW e controle de temperatura ativo entre 5 e 110 °C.
Nenhum circulador externo foi necessario. Os experimentos de DLS foram realizados em um
angulo de 90°, com o diametro variando de 1 nm a 6 pum. O raio hidrodinamico foi determinado
usando a equacdo de Stokes—Einstein (Dal Bo et al., 2014; Micheletto et al., 2015; Dos Santos
et al., 2016; Dos Santos et al., 2018).

3.3 CULTURA CELULAR

Para os ensaios celulares, foram utilizadas células humanas imortalizadas de cancer
célon (Caco-2) e fibroblastos murinos (NIH/3T3) como controle de células saudaveis. A
linhagem celular NIH/3T3 foi escolhida, por ser amplamente utilizada como controle em
estudos de citotoxicidade de diferentes compostos.

As células (Caco-2 e NIH/3T3) foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 cm?,
com meio Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10% de Soro Fetal
Bovino, Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100 mg/mL). Para o crescimento e
adeséo celular, elas foram mantidas em uma estufa umidificada, com atmosfera de 5 % de CO>
a 37 °C. As trocas de meio foram realizadas em dias alternados, até se obter uma confluéncia
de células viaveis, para o desenvolvimento dos experimentos in vitro. Ao obter a confluéncia
necessaria, as células foram tripsinizadas, para isso foi retirado o DMEM da garrafa e
adicionado 4 mL de tripsina durante 5 min, ou até as células ficarem em suspensao. Em seguida,

foi adicionado 4 mL de DMEM completo para neutralizar a tripsina.
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Foi realizada a contagem do numero total de células, na camara Neubauer e
realizada a diluicdo dessas células em meio DMEM na concentracdo de 10* células/poco e
plaqueadas em uma placa de cultura de fundo plano de 96 po¢os. As mesmas foram incubadas
por 24 horas em uma incubadora umidificada, com atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C, a fim de
proporcionar a aderéncia das células na superficie da placa. Apds o periodo de incubacao as
células foram tratadas com diferentes doses de 5-FU (0,05 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,5 png/mL, 1
ug/mL e 5 pg/mL), 5-FU + NPAu (0,05 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,5 ng/mL, 1 pg/mL e 5 ug/mL de
5-FU diluidas em 10 % de NPAu em DMEM) e 10 % de NPAu em DMEM, por um periodo de
24 ou 48 horas.

3.3.1 Ensaio De Viabilidade Celular - MTT

A viabilidade celular, foi avaliada atraves da reducdo do brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Ao ser reduzido, o MTT forma cristais de formazan, um
sal de coloracdo roxa e insoltvel em agua. Essa reacéo de reducdo ocorre nas mitocéndrias das
células, fazendo com que a viabilidade celular seja diretamente proporcional a producdo dos
cristais de formazan (Mosmann, 1983).

Neste estudo, apos o tempo de incubacdo de 24 ou 48 horas das células com os
tratamentos especificos, foi retirado o sobrenadante e 100 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL)
foi adicionado em cada poco. Na sequéncia, a placa foi incubada por trés horas em uma estufa
a 37 °C e 5 % de CO> para permitir a reacdo de formacdo do formazan.

Apbs o periodo de incubacdo, o sobrenadante celular foi removido e os cristais de
formazan foram dissolvidos em 100 pL alcool isopropilico. Por fim, a placa foi analisada em
um leitor de placas por absorbancia, no comprimento de onda de 570 nm.

A viabilidade celular foi determinada, através da comparacdo dos resultados das
absorbancias dos grupos testes, com as absorbancias do grupo controle incubado apenas com
DMEM, ou seja, 0 grupo que possui apenas células viaveis. Sendo assim, os resultados foram
apresentados em porcentagem de viabilidade celular, onde o grupo controle mimetiza 100 % de

células vivas.

3.4 AVALIACAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE

A hemocompatibilidade foi avaliada, atraves do teste de hemdlise, o qual foi

realizado de acordo com a metodologia descrita por Feuser e colaboradores (2015). Para isso,
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os eritrécitos humanos foram obtidos de trés doadores saudaveis. O sangue foi coletado em
tubos contendo 3,2 % de citrato de sédio. O sangue total, 3 mL, foi centrifugado por 10 minutos
a 1.500 rpm para remover o sobrenadante, entdo foram feitas trés lavagens com solucéo salina
(0,9 % cloreto de sédio - NaCl) e centrifugado por trés vezes para remover outras células e
vestigios de plasma. Apds a terceira lavagem, o sobrenadante foi descartado e os eritrocitos
foram diluidos com 1,5 mL de solucdo salina (0,9 % NacCl).

Apbs a lavagem final, os eritrocitos foram diluidos em tubo Eppendorf em 2 mL de
solucao salina e, em seguida, 40 uL da dilui¢dao foram adicionados a 960 uL de soro fisiologico
em novo tubo. Os eritrécitos foram incubados com os tratamentos a 37 °C sob condicdes de
agitacdo (100 rpm) por 60 min. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm por 5 min, e 100 uL. do sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 pocos, € a
absorbancia foi medida a 540 nm (SpectraMax M3). Como controles positivo e negativo, 40
uL da suspensao de eritrocitos foram incubados com 960 pL de 4gua destilada e solucdo salina,
respectivamente. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos por meio

de porcentagem da hemolise, obtidos a partir da equacéo abaixo:

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

Onde:
« Dt = absorbancia amostra teste;
« Dnc = absorbéancia controle negativo;
» Dpc = absorbancia controle positivo.

3.5 ENSAIO COMETA in vitro

O ensaio cometa, é uma técnica sensivel e relativamente simples para a deteccdo de
danos no DNA em nivel celular. Foi realizado o ensaio cometa versdo alcalina, conforme
descrito por Collins et al. (2023) e seguindo as diretrizes atualizadas do MIRCA (Mgller et al.,
2020). O termo "cometa™ refere-se ao padrdo caracteristico de migracdo do DNA através do gel
de eletroforese, que frequentemente se assemelha a forma de um cometa. Para a realizacdo do
experimento, ndcleos celulares foram embebidos em uma camada fina de agarose sobre laminas

de microscopia.
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Para isso, foi utilizado a linhagem celular Caco-2, a qual foi cultivada nas condigdes
especificas, como ja descrito anteriormente. As células foram semeadas em placas de cultura
de 6 pocos (2 x 10° células/poco) e incubadas por 24 horas, para aderirem na placa. Apos esse
periodo, as células foram tratadas com 5-FU (0,05 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,5 pg/mL, 1 ug/mL e 5
ug/mL), 5-FU + NPAu (0,05 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,5 png/mL, 1 ug/mL e 5 pug/mL de 5-FU
diluidas em 10 % de NPAu em DMEM) e 10 % de NPAu em DMEM, por um periodo de 48
horas. Vale ressaltar, que o grupo controle foi tratado apenas com DMEM. Ao final do periodo
de incubacdo, as células foram desaderidas utilizando tripsina, centrifugadas e diluidas em
tampéo PBS.

O preparo das laminas foi realizado a partir da mistura de 20 yuL da amostra com
100 pL de agarose Low Melting Point (0,75%). A mistura foi adicionada a uma lamina de
microscopio pré-coberta com agarose de fusdo normal (1,5%) em dois pontos (50 uL em cada
ponto), coberta posteriormente com duas laminulas (1 em cada ponto), e levada entdo a
geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4 °C para solidificacdo. Logo apds, as laminulas
foram cuidadosamente retiradas e as laminas foram imersas em tampao de lise (2,5M NaCl,
100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adicdo na hora do uso de 1% de Triton X —
100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana. As
laminas foram incubadas em solucdo alcalina (NaOH 300mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20
minutos para desdobramento do DNA, seguido de eletroforese a ~ 1V/cm por 30 minutos.
Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela.

Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final,
0 DNA foi corado com Syber Gold (1:10.000) (Invitrogen, EUA) para analise. Para avaliacao
dos danos, as laminas foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia com ampliacdo de
200x utilizando o programa Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK), onde foram
avaliadas 100 células por amostra. As células foram classificadas de forma automatica quanto
as proporcdes do Tail intensity (%). Foram utilizados controles negativos e positivos para cada
teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas

foram codificadas para analise as cegas.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism

versdo 9.1.1. Para o Ensaio Cometa, foi aplicado o teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-
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teste de Dunnett, a fim de avaliar as diferencas entre 0s grupos de tratamento e o grupo controle.
Além disso, foi utilizado o ANOVA de duas vias, seguido pelo pés-teste de Tukey, para
comparar os efeitos do medicamento isolado e sua associacdo com nanoparticulas de ouro
(NPAU).

No ensaio de viabilidade celular, valores de viabilidade reduzidos para niveis
inferiores a 70% foram considerados indicativos de citotoxicidade aparente. As diferencas entre
o0s tratamentos com o quimioterapico isolado e a combinacdo com NPAu (10%) foram avaliadas
por meio do ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo da média, sendo considerados estatisticamente
significativos os valores de P < 0,05.



25

4 RESULTADOS

4.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

4.1.1 Espectrofotometria UV-Vis das nanoparticulas de ouro

Para confirmar a eficacia da sintese, as NPAu foram analisadas por
espectrofotometria UV-Vis, apresentando picos de absorcdo maxima em 525 nm,
caracteristicos de NPAu com tamanho médio de 20 nm. Além disso, as NPAu sintetizadas
apresentaram a coloracéo roxa especifica para essa faixa de tamanho (Haupenthal et al., 2019).

4.1.2 Potencial Zeta (ZP)

A andlise do ZP foi realizada para avaliar a influéncia do farmaco 5-FU na carga
superficial das NPAu. Os resultados demonstraram uma mudanca significativa no ZP das
particulas, sugerindo que a interacdo entre o farmaco e as NPAu levou a formacdo de uma
camada na superficie das NPAu, confirmando o processo de associa¢do entre 0s compostos.

Na auséncia do farmaco, o ZP das NPAu suspensas em agua Milli-Q foi de
aproximadamente ~ -5,5 + 0,5 mV. Este valor indica uma baixa carga superficial, insuficiente
para manter uma suspensdo coloidal estavel. Como consequéncia, pode ocorrer atracdo
eletrostatica entre as particulas, favorecendo processos de separacdo de fases, precipitacdo ou
autoagregacao ao longo do tempo.

A alteracdo no ZP apds a associacdo com o 5-FU sugere que o f&rmaco ndo apenas
interage, mas possivelmente recobre a superficie das NPAu, modificando suas propriedades
eletrostaticas. Essa modificacdo pode desempenhar um papel importante na estabilidade
coloidal, no comportamento biolégico e na eficacia terapéutica das nanoparticulas
funcionalizadas.

A Figura 5 apresenta os valores de ZP das NPAu na presenca de diferentes
concentragdes de 5-FU. Observou-se que, a medida que a concentracéo de 5-FU aumentava, 0s
valores negativos do ZP também se tornavam mais pronunciados, indicando interacGes
significativas entre o farmaco e a superficie das NPAu. A alteracdo encontrada no ZP sugere
que o 5-FU forma uma camada de revestimento nas NPAu, contribuindo para uma estabilizagdo

coloidal marginal das particulas. Esse efeito estabilizador foi evidente até a concentragdo de 15
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uL (50 mg/mL) de 5-FU, ponto a partir do qual ndo foram detectadas alteragdes adicionais no
ZP, mesmo com o aumento da concentracdo do farmaco. Esses resultados indicam que ha um
limite na capacidade das nanoparticulas de interagir e se recobrir com 5-FU, destacando a
importancia de otimizar as concentracfes para maximizar a estabilidade e funcionalidade das

NPAuU revestidas.
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Figura 5: Perfis de potencial zeta (ZP) das nanoparticulas de ouro (NPAuU) na auséncia e

presenca do farmaco fluorouracil (5-FU). Legenda: E demonstrado, as variagdes no ZP das NPAu em
funcdo das concentragdes crescentes de 5-FU. Conforme a concentra¢do do farmaco aumenta, observa-se uma
intensificacdo nos valores negativos do ZP, sugerindo interacGes relevantes entre o 5-FU e a superficie das NPAu.
Fonte: Da Autora, 2024.

4.1.3 Indice de Polidispersao (IPd)

A avaliacgo dos resultados do indice de Polidispersao (IPd) demonstrou que na auséncia
do farmaco, as NPAu exibiram um decaimento rapido, associado a um didmetro hidrodinamico
médio de aproximadamente 17,9 nm e um IPd inferior a 0,3 indicando uma suspensao coloidal

relativamente homogénea, porém com estabilidade limitada e boa uniformidade.
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Por outro lado, com a adicdo de 5-FU observou-se um decaimento mais lento,
acompanhado por um aumento no didmetro hidrodindmico, variando entre 20,0 e 44,0 nm, e

um IPd reduzido (<0,2), como também visto na Figura 6.
Adicionalmente, as NPAu associadas a diferentes concentracdes do farmaco

apresentaram diametros médios progressivamente maiores, sugerindo que o 5-FU forma uma

camada na superficie da NPAu ap6s associagdo, estabilizando-as de forma dose-dependente

(Tabela 1).
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Figura 6: indice de Polidispersdo das nanoparticulas de ouro (NPAU) na auséncia e presenca
do farmaco 5-Fluoruracil (5-FU). Legenda: Esta representado as fungdes de autocorrelagio tipicas C(q,t) e
distribuicfes dos tempos de relaxamento A(t) no angulo de espalhamento de 90° conforme revelado pelas fungdes
de analise CONTIN de solucBes de nanoparticulas de ouro na auséncia e presenca do farmaco em azul (15 pL,
50,0 mg/mL) e em vermelho (30 pL, 50,0 mg/mL). Fonte: Da Autora, 2024.
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Tabela 1: Raio hidrodindmico (UR), indice de polidispersao (IPd), potencial zeta (ZP) de
nanoparticulas de ouro (NPAu) livres e NPAu associados a solucdes de 50,0 mg/mL de 5-
Fluorouracil (5-FU).

Sample 2 Ru(nm) IPd ZP (mV)
NPAu 17.9 <0.3 -55+05
NPAu + Fluorouracil (1,25 pL) 19.8 <0.2 -6.7+0.8
NPAu + Fluorouracil (2,5 pL) 22.6 <0.2 -82+1.1
NPAu + Fluorouracil (5 pL) 24.8 <0.2 -15.3+£0.9
NPAu + Fluorouracil (10 pL) 26.5 <0.2 -201+1.0
NPAu + Fluorouracil (15 pL) 35.0 <0.2 -23.4+0.8
NPAu + Fluorouracil (20 pL) 38.2 <0.2 -228+1.0
NPAu + Fluorouracil (30 pL) 36.0 <0.2 -22.6+0.9
NPAu + Fluorouracil (40 pL) 40.2 <0.3 -221+1.2
NPAu + Fluorouracil (50 pL) 39.8 <0.3 -225+0.9
NPAu + Fluorouracil (60 pL) 44.0 <0.2 -222+13

Fonte: Da Autora, 2024.

4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR - MTT

Apos a realizacdo de testes para a caracterizacao fisico-quimica do 5-FU associado
a NPAw, foi entdo realizada a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos estudados. Os efeitos
do tratamento com 5-FU isolado, 5-FU + NPAu e NPAu isolada na viabilidade celular foram
avaliados através do ensaio de MTT para investigar a citotoxicidade dos compostos testados
em diferentes concentracgdes e condi¢des experimentais.

Seguindo o preconizado na 1ISO 10993-5 publicada em 2009 e revisada em 2022 e
que descreve métodos de teste para avaliar a citotoxicidade in vitro de dispositivos médicos,
foram considerados valores de viabilidade celular menores que 70% como indicativo de
citotoxicidade consideravel. Os resultados demonstrados na figura 7 para celulas tumorais
Caco-2 e na figura 8 para células ndo tumorais NIH/3T3 evidenciam que os tratamentos
avaliados por um periodo de 24 horas ndo apresentaram citotoxicidade significativa,
apresentando viabilidade celular superior a 70%, mantendo niveis semelhantes ao controle em

todas as condicdes testadas.
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Caco-2 - 24 horas
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Figura 7: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de Caco-2 tratadas por 24
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracfes e sua associagdo com 10% de

nanoparticulas de ouro (NPAu) em DMEN. Legenda: Os dados estfo apresentados em gréfico de barras
com valores de média + desvio padrdo da média. Valores de viabilidade menores que 70% sé&o indicativos de
citotoxicidade considerdvel. Fonte: Do Autor, 2024.
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Figura 8: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de NIH/3T3 tratadas por 24
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracfes e sua associagdo com 10% de

nanoparticulas de ouro (NPAuU) em DMEN. Legenda: Os dados estfo apresentados em gréfico de barras
com valores de média + desvio padrdo da média. Valores de viabilidade menores que 70% sé&o indicativos de
citotoxicidade consideravel. Fonte: Do Autor, 2024.

Na analise do gréafico de tratamento das células Caco-2 apds um periodo de 48 horas
de exposicdo (figura 9), observou-se que quando utilizado isoladamente o 5-FU apresentou
citotoxicidade apenas na dosagem de 5,0pg/mL. Por outro lado, quando associado a
nanoparticula, o medicamento 5FU resultou em uma citotoxicidade aumentada na linhagem
celular Caco-2, apresentando valores de viabilidade celular menores que 70%, indicativos de

citotoxicidade consideravel nas doses de 0,1 pug/mL; 0,5 pg/mL; 1 pg/mL e 5 ug/mL, com
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diferenga estatisticamente significativa nas doses de 0,1 upg/mL e 0,5 pg/mL, quando
comparado ao grupo 5-FU nas mesmas dosagens, indicando uma citotoxicidade adicional
induzida pela associacdo com as NPAu, que ndo foi observado com o farmaco utilizado de
maneira isolada. J& as NPAu, quando avaliadas isoladamente, ndo demonstraram efeitos

citotoxicos, mantendo a viabilidade celular em niveis comparaveis ao grupo controle.

Caco-2 - 48 horas
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Figura 9: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de Caco-2 tratadas por 48
horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracdes e sua associacdo com 10% de

nanoparticulas de ouro (NPAu) em DMEN. Legenda: Os dados estdo apresentados em gréfico de barras
com valores de média * desvio padrdo da média. Valores de viabilidade menores que 70% séo indicativos de
citotoxicidade consideravel. * Indica diferenca significativa entre a mesma concentracdo de 5-FU quando em
associacdo com NPAu (10%) (ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey, considerando P < 0,05
como estatisticamente significativo). Fonte: Do Autor, 2024.

Ao analisar o grafico de 48 horas para as células ndo tumorais (NIH/3T3), a figura
10, demonstrou citotoxicidade consideravel em todas as doses avaliadas do 5-FU, quando
utilizado de maneira isolada. No entanto, quando o medicamento foi associado a NPAu, houve
uma reducdo significativa na citotoxicidade induzida pelo 5-FU. Especificamente na
concentracao de 0,1ug/mL ndo houve citotoxicidade significativa, apresentando nivel de

viabilidade celular superior a 70%.
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NIH/3T3 - 48 horas
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Figura 10: Avaliacdo da viabilidade celular (%) em cultura celular de NIH/3T3 tratadas por
48 horas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentragdes e sua associagdo com 10%

de nanoparticulas de ouro (NPAu) em DMEN. Legenda: Os dados estéo apresentados em gréfico de
barras com valores de média * desvio padrdo da média. Valores de viabilidade menores que 70% sdo indicativos
de citotoxicidade consideravel. * Indica diferenca significativa entre a mesma concentracéo de 5-FU quando em
associacdo com NPAu (10%) (ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey, considerando P < 0,05
como estatisticamente significativo). Fonte: Do Autor, 2024

4.3 AVALIACAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE

A hemocompatibilidade dos compostos foi avaliada através da realizacdo do teste
de hemdlise. Os eritrocitos foram expostos as seguintes condi¢Ges experimentais: 5-FU (5
ug/mL), 5-FU + NPAu e NPAu. Os resultados demonstraram, que nenhum dos compostos
testados causou danos hemoliticos, apresentando todas as razfes hemoliticas abaixo de 5%,
razao esta considerada segura para biomateriais de acordo com a ISO/TR7406. Além disso, ndo
foram observados efeitos adversos como aglutinacéo ou alterac6es na morfologia dos eritrdcitos
(Figura 11).

Tabela 2: Avaliagdo da hemocompatibilidade do 5-Fluoruracil (5 pg/mL), 5-Fluoruracil +
NPAuU e NPAu, representado pela taxa de hemélise (%).

GRUPO TESTE TAXA DE HEMOL.ISE (%)
Controle Positivo (+) 100 %
Controle Negativo (-) 0%
NPAu 1,1%
5-FU (5 png/mL) 1,4 %
5-FU (5 pg/mL) + NPAuU 1,2 %

Legenda: NPAu: nanoparticulas de ouro. Valores de razdes hemoliticas inferiores a 5% sdo consideradas seguras
para biomateriais Fonte: Do Autor, 2024.
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Figura 11: Efeito do Fluorouracil (5-FU), 5-FU + NPAu e NPAu sobre a morfologia dos

eritrocitos. Legenda: O grupo controle + apresenta aponta células fraturadas e lisadas. Por outro lado, 0s grupos
testes e 0 grupo controle -, apresentam eritrocitos com margens bem definidas, sem fraturas ou lise. Fonte: Do
Autor, 2024.

4.4 ENSAIO COMETA in vitro

Os danos ao DNA foram avaliados através do ensaio cometa alcalino em células
Caco-2 submetidas ao tratamento com 5-FU, NPAu e associacdo de 5-FU + NPAu, e 0 grupo
controle, que foi tratado apenas com DMEM. Foram utilizadas as seguintes dosagens do
farmaco: 0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL e 5,0 pg/mL; e as nanoparticulas
utilizadas em concentracdo constante de 10%.

O grupo controle apresentou niveis muito baixos de dano ao DNA Nos grupos
tratados com 5FU, isolado ou em combinag¢do com NPAu, foi observado um aumento no dano
celular em todas as dosagens testadas em comparac¢do ao grupo controle. No entanto, a maioria
dos grupos nédo apresentou diferengas estatisticamente significativas, com excec¢do do grupo
tratado com 5-FU na concentracao de 1,0 pg/mL isolado, e 0,5 e 5,0 pg/mL associado as NPAu,

que exibiram um aumento significativo nos danos ao DNA.
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Figura 12: Avaliacdo dos danos ao DNA in vitro pelo parametro Tail intensity (%) em cultura
celular de Caco-2 tratadas com 5-fluorouracil (5-FU) em diferentes concentracfes e sua
associacdao com 10% de nanoparticulas de ouro (NPAu) em DMEN. Legenda: Os dados estio
apresentados em gréfico de barras com valores de média + desvio padrdo da media. As diferencgas versus o grupo
controle foram analisadas utilizando ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Dunnett, considerando P <
0,05 como estatisticamente significativo. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre as concentracGes de

5-FU e sua associacdo com NPAu (10%) na mesma concentracdo do quimioterdpico (ANOVA de duas vias).
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Fonte: Do Autor, 2024.
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5 DISCUSSAO

O numero estimado de casos novos de cancer de intestino no Brasil, para cada ano
do triénio de 2023 a 2025, é de 45.630 casos, correspondendo a um risco estimado de 21,10
casos por 100 mil habitantes, sendo 21.970 casos entre 0os homens e 23.660 casos entre as
mulheres (Brasil, 2023). Esse alto indice destaca a importancia de estratégias eficazes no
diagnostico e tratamento da doencga, que ainda representa um grande desafio a satde publica no
pais.

O tratamento de escolha para o cancer de intestino € a ressec¢éo cirurgica completa
do tumor, com esvaziamento dos linfonodos regionais, alcancando altas taxas de cura. No
entanto, muitas vezes, a cirurgia ndo é uma opcao viavel. Em muitos casos, o tumor ja invadiu
estruturas adjacentes, impossibilitando a remocdo completa, ou o paciente ja apresenta
metastases a distancia no momento do diagndstico o que contraindica o tratamento cirdrgico
(Cuesta et al., 2012). S&o nesses casos que a quimioterapia desempenha um papel crucial, sendo
realizada quando a cirurgia é contraindicada e, também, apds procedimento cirurgico, como
terapia adjuvante no intuito de reduzir as taxas de recidiva da doenca (Ychou et al., 2003).

Entre as alternativas de tratamento com quimioterapicos, destaca-se a utilizacéo do
5-FU, um dos medicamentos mais utilizados no tratamento do cancer intestinal (Breda, 2010).
Embora os beneficios da administracdo de 5-FU em quimioterapia estejam bem estabelecidos,
a toxicidade associada a este medicamento é um grande problema clinico, estando associados a
ocorréncia de efeitos colaterais hematoldgicos, digestivos e cutaneos, causando toxicidade tanto
para as células cancerosas como para as células normais, em virtude das altas doses utilizadas
(Blaschke et al., 2011). Por este motivo, faz-se necessario, buscar novas alternativas, ou terapias
associadas para minimizar estes efeitos indesejados.

Entre as nanoparticulas metalicas, as NPAu se destacam devido a sua
biocompatibilidade e ampla aplicacdo na area da salde. Suas propriedades fisico-quimicas,
como tamanho, forma, carga superficial e funcionalizagdo, determinam suas atribuigdes e
possibilidades de uso, permitindo sua aplicagdo como biossensores, agentes citotdxicos e
vetores para a entrega controlada de farmacos. Além disso, essas caracteristicas influenciam
diretamente sua eficiéncia terapéutica e seguranca bioldgica. Portanto, para garantir sua eficacia
em aplicagbes biomédicas, é essencial o desenvolvimento de protocolos de sintese que
possibilitem a obtencdo de NPAu com formatos e tamanhos bem definidos (Kimling et al.,
2006).
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Devido a sua capacidade de se acumular seletivamente no tecido tumoral, 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 redugéo
da toxicidade sistémica (Orza et al., 2013).

Sabendo do grande potencial terapéutico das NPAu, avaliar suas propriedades
fisico-quimicas € importante para melhor compreender a interacéo de suas solu¢des combinadas
com o 5-FU. A espectrofotometria de absorcao optica UV-vis € uma das técnicas mais eficientes
para o estudo de estruturas atbmicas e moleculares, sendo capaz de medir a quantidade de luz
ultravioleta ou radiagdo visivel absorvida por uma substancia em solucéo (Behera et al., 2012).
Sendo assim, neste trabalho foi utilizado a espectrofotometria UV-Vis e observou-se picos de
absor¢cdo maxima em 525nm com tamanho médio de 20nm, caracteristico de NPAu. Estes
resultados vdo de acordo com o trabalho de Della Vechia et al. (2020), que também relataram
maximos de absor¢do nos mesmos comprimentos de onda para nanoparticulas de ouro de 20
nm.

Para avaliar a magnitude e estabilidade potencial dos sistemas coloidais, foram
analisados os valores do ZP. Os resultados indicaram que a interagdo entre o farmaco e as NPAu
levou a formacdo de uma camada na superficie das nanoparticulas, confirmando o processo de
associacao entre os compostos. Por outro lado, na auséncia do farmaco, observou-se uma baixa
carga superficial, o que compromete a estabilidade coloidal. Como consequéncia, essa baixa
carga dificulta a manutencédo da suspenséo coloidal ao longo do tempo, favorecendo processos
como separacdo de fases, precipitacdo ou autoagregacdo. A modificacdo no ZP apos a
associacdao com o 5-FU sugere que o farmaco ndo apenas interage com as NPAu, mas
possivelmente reveste sua superficie, alterando suas propriedades eletrostaticas. Essa mudanca
pode influenciar diretamente a estabilidade coloidal, o comportamento bioldgico e a eficacia
terapéutica das nanoparticulas funcionalizadas (Figat et al. 2023).

Estudos realizados por Schaffazick et al. (2003) e Mohanraj & Chen (2006)
demonstraram que nanoparticulas com ZP de +30 mV apresentam maior estabilidade em
suspensdo. Além disso, observou-se que, & medida que a concentragdo do 5-FU aumentava, 0s
valores negativos do ZP se intensificavam, sugerindo interacdes mais relevantes entre o
farmaco e a superficie das NPAu, especialmente quando o ZP se aproximava de -30 mV (Figura
5).
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Elbialy et al. (2015) em sua pesquisa utilizando NPAu magnéticas carregadas com
um quimioterapico chamado doxorrubicina, 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 o
medicamento, mesmo resultado encontrado neste estudo. Esses fatos somados sugerem que
houve, em todos os casos, uma interacdo eletrostatica entre farmaco e nanoparticula. O valor
encontrado de carga de superficie pode estar associado ao precursor como agente redutor e
nucleacdo do crescimento de nanoparticulas durante o processo de sintese. Em outros estudos,
o0s autores relataram a sintese de NPAu mais estaveis, ressaltando a importancia de avaliacdo
das caracterizagcOes das particulas (Dal B6 et al., 2014; Micheletto et al., 2015; Dos Santos et
al., 2016; Dos Santos et al., 2018). Esses fatos somados sugerem que houve, em todos 0s €asos,
uma interacdo eletrostatica entre farmaco e a nanoparticula.

A analise do IPd fornece informacdes sobre a homogeneidade das solucdes (Nemen
e Senna, 2011). A caracterizacdo da polidispersidade é essencial em aplicacdes de
nanoparticulas, pois ha certa dificuldade em controlar a uniformidade de toda a amostra com a
qguimica de conjugacdo de superficie e, muitas vezes, pode ocorrer agregacdo de particulas
(Clayton et al., 2016). Todas as solucdes apresentaram IPd inferior a 0.3, indicando assim a
formacao de sistemas monodispersos (Nemen e Senna, 2011). Os dados encontrados na analise
do IPd sugerem que o 5-FU interage diretamente com a superficie das NPAu, formando uma
camada de revestimento que contribui para 0 aumento do tamanho médio das particulas. Esses
achados reforcam a influéncia do 5-FU nas propriedades fisico-quimicas das NPAu, indicando
potencial para modulacdo de estabilidade e funcionalidade em aplicacdes terapéuticas.

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos 5-FU, NPAU e a associacéo de 5-FU
+ NPAu em células de cancer de intestino da linhagem Caco-2 e em células de fibroblastos
saudaveis da linhagem NIH/3T3 foi realizada pelo ensaio de MTT. Considerando os valores de
viabilidade celular menores que 70% como indicativo de citotoxicidade consideravel, conforme
descrito na 1SO 10993-5, observou-se que ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre as variadas concentracdes de 5-FU isolado e em sua associagcdo com NPAu
apo6s um periodo de exposicao de tratamento de 24 horas em ambas as linhagens celulares.

Com o prolongamento do tempo de exposi¢do para 48 horas, observou-se uma
reducdo significativa na viabilidade celular das células Caco-2, indicando um efeito citotoxico
mais pronunciado nesta linhagem. Em contraste, as células NIH/3T3 apresentaram menor
suscetibilidade ao tratamento, sugerindo um perfil diferencial de toxicidade entre as linhagens

celulares analisadas. O 5-FU isolado apresentou citotoxicidade na linhagem Caco-2 apenas na
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concentragéo de 5,0 pg/mL. No entanto, quando combinado com a NPAu, a viabilidade celular
foi reduzida para valores abaixo de 70% ja a partir da dose de 0,1 pg/mL, demonstrando um
efeito sinérgico entre os compostos e potencializando a agdo citotoxica sobre as celulas
tumorais.

Na linhagem NIH/3T3, apds 48 horas de exposic¢do ao 5-FU isolado, observou-se
citotoxicidade em todas as doses testadas. Entretanto, a associacdo do 5-FU com a NPAu
resultou em uma reducdo da citotoxicidade, efeito mais evidente na dose de 0,1 pug/mL. Esses
dados sugerem que a NPAu pode desempenhar um papel modulador na toxicidade do 5-FU,
reduzindo seus efeitos adversos sobre células ndo tumorais.

A biocompatibilidade das NPAu foi confirmada, uma vez que sua administracéo
isolada ndo resultou em reducao significativa na viabilidade celular. Esse achado é fundamental
para a utilizacdo dessas nanoparticulas como transportadores de farmacos, reforcando seu
potencial para minimizar os efeitos colaterais indesejaveis dos quimioterapicos convencionais.

Em estudo realizado por Mattos et al. (2013) em células tumorais HEP-2, o 5-FU
foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas preparadas a partir de polimeros acido polilatico
(PLA) e polietilenoglicol (PEG). A atividade citotoxica do 5-FU livre e encapsulado em
nanoparticulas de PLA e PLA-PEG foi avaliada nos periodos pré-determinados 24, 48 e 72
horas; porém, somente apds 72 horas € que tanto o farmaco livre quanto as formulagdes
nanoestruturadas inibiram 50% da viabilidade celular. Esses resultados sugerem que as
atividades citotoxicas das nanoparticulas podem estar relacionadas ao tempo de incubacao das
células tratadas, como também apresentado neste estudo. No ensaio de citotoxicidade observou-
se que tanto o farmaco livre quando o encapsulado nas duas formulagfes de nanoparticulas
apresentaram eficacia semelhante.

Estudo realizado por Chaves et al. 2013 avaliou a citotoxicidade das nanoparticulas
de quitosana e carragenanas encapsuladas com 5-FU através de ensaio do MTT. O estudo
mostrou que o 5-FU isolado inibiu fortemente o crescimento celular nas duas linhagens de
células tumorais testadas. Porém, o 5-FU carreado nas nanoparticulas apresentou baixo efeito
citotoxico contra as linhagens celulares neoplésicas testadas, até a maior concentracdo testada,
semelhante aos resultados também obtidos em nosso estudo.

Fidelis et al. (2021) avaliaram em células de cancer de pele do tipo melanoma
(B16F10), e em células saudaveis (NIH/3T3), a citotoxicidade da temozolamida (TMZ) e da
NPAu isoladamente e associadas. A TMZ isolada, mesmo na concentra¢do mais alta utilizada,

ndo apresentou mais de 30% de citotoxicidade nas celulas B16F10, em um tempo de incubagdo
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de 72 horas. Em relacdo as concentragOes utilizadas, nenhuma apresentou citotoxicidade
significativa em células NIH3T3, em nenhum dos periodos de incubagdo. Estes resultados sdo
semelhante aos encontrados em nosso estudo quando avaliado o 5-FU de maneira isolada, tanto
em células tumorais quanto em células saudaveis.

Foram ainda avaliados no estudo de Fidelis et al. (2021) a citotoxicidade em relacéo
a associacdo do medicamento TMZ com a NPAu, denominada de TNPAu. Quando a
viabilidade celular foi avaliada nas células saudaveis da linhagem NIH/3T3, a solucdo de
TNPAu em geral ndo apresentou citotoxicidade significativa, mostrando assim que a associacdo
avaliada ndo causou morte significativa de células saudaveis. Em relag8o a agdo da TNPAuU em
células tumorais de melanoma da linhagem B16F10, independente do tamanho das
nanoparticulas utilizadas houve citotoxicidade em praticamente todas as concentracfes. Estes
resultados encontrados sdo semelhantes aos encontrados em nosso estudo quando avaliamos a
associacao de 5-FU associado a NPAu tanto em células saudaveis como em células tumorais,
resultados estes que corroboram para a idéia de sinergia entre a combinacéo utilizada, quando
uma substéancia reforca a acdo do outro.

Esses resultados de diferentes estudos citados acima evidenciam o fato de que, a
citotoxicidade de nanoparticulas em diferentes linhagens celulares é varidvel e essa
variabilidade se deve ao tipo de linhagem celular, tamanho de particula, carga superficial,
concentrages utilizadas, tempo de exposicdo e revestimento de particulas (Rafiei et al., 2016).
O uso de NPAu no tratamento dos tumores € hoje considerada uma estratégia potencial para o
tratamento do céncer (Sztandera et al., 2019). No entanto, uma vez que 0s mecanismos de
citotoxicidade das NPAu ndo sdo totalmente conhecidos e caracterizados, seu uso como
tratamento para tumores ainda necessita de mais estudos e pesquisas na area.

Considerando que a toxicidade hematoldgica dos medicamentos utilizados
atualmente para tratamento do cancer é um dos principais fatores responsaveis pela suspensédo
do tratamento oncolégico, e que a associagdo desses farmacos com NPAu pode possibilitar a
reducdo da dosagem necessaria do medicamento e sua toxicidade, foi realizado a analise da
hemotoxicidade do 5-FU, tanto isoladamente quanto em combinagdo com NPAu (Ouyang et
al., 2013).

Estas toxicidades causadas por NPAu e por quimioterapicos podem diminuir a
producdo dos glébulos vermelhos causando anemia, reduzir os glébulos brancos levando a
neutropenia ou granulocitopenia, com risco aumentado de infec¢bes com foco desconhecido, e

levar ainda a queda de plaguetas ocasionando a trombocitopenia, que podem causar
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sangramentos. Todas estas circunstancias podem ter desfechos fatais, levando o paciente a 6bito
(Ouyang et al., 2013).

Neste estudo, o 5-FU isolado, a NPAu isolada e a associacdo de ambos, nas
concentragdes testadas, ndo apresentaram hemotoxicidade nem qualquer outro efeito adverso
avaliado. Em relag&o as NPAu, o estudo de Della Vechia et al. (2020) demonstrou que NPAu
de 20 nm utilizadas causaram danos hemoliticos apenas em concentragcGes mais elevadas. Nas
concentracdes abaixo de 20 pg/mL as NPAu de 20 nm ndo causaram nenhum dano aos
eritrocitos humanos, resultado que coincide com o encontrado em nosso estudo na avaliacdo de
NPAu de igual tamanho.

Semelhantes resultados de hemocompatibilidade foram encontrados tambem em
estudo realizado por Foo et al. em 2017, que demonstrou que a NPAuU sintetizados a partir do
extrato de Curcuma mangga sdo hemocompativeis. Ndo mais do que 10% de hemolise foi
observado para todas as concentracGes testadas de até 50 mcg/mL, que esta abaixo da razéo
hemolitica segura para biomateriais de acordo com a ISO/TR7406. A agregacdo de hemécia
também nao foi observada para todas as concentracdes de NPAu testadas.

No estudo de Fidelis (2021) a TMZ, nas concentracdes testadas, apresentou apenas
uma pequena citotoxicidade na concentragdo de 35 pg/mL, ndo sendo esta significativa. Nas
demais concentracOes, tanto o medicamento isolado como associado as nanoparticulas néo
apresentaram danos aos eritrdcitos humanos. Resultado este também semelhante aos
encontrados em nosso estudo com 5-FU e NPAw.

Apesar de relatos na literatura apontarem que o 5-FU pode causar anemia
hemolitica em certas condicfes, os resultados do presente estudo ndo indicaram atividade
hemolitica nas culturas celulares avaliadas. Essa diferenca pode estar relacionada ao modelo
experimental utilizado, uma vez que culturas celulares in vitro ndo reproduzem completamente
a complexidade do ambiente fisioldgico presente no organismo. No contexto clinico, a hemélise
induzida pelo 5-FU pode ocorrer por mecanismos imunomediados ou por efeitos diretos sobre
a membrana dos eritrocitos, processos que envolvem interacdes sistémicas e a presenca de
fatores imunoldgicos, 0s quais ndo estdo presentes em sistemas de cultura celular (Sandvei et
al., 1987; Yurek et al., 2010). Além disso, a auséncia de células do sistema imune e a falta de
fluxo sanguineo podem limitar a reproducédo exata dos efeitos hematologicos observados em
pacientes (Sandvei et al., 1987; Ydrek et al., 2010). Portanto, estudos adicionais empregando
modelos mais complexos, como ensaios in vivo ou culturas celulares em sistemas

tridimensionais, poderiam fornecer informagdes mais precisas sobre o impacto do 5-FU na
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viabilidade eritrocitéria e seu potencial hemolitico (Congrains et al., 2021).

A Ultima etapa do estudo consistiu na realizacdo do ensaio cometa, utilizado para
avaliar o percentual de danos e quebras no material genético celular. O grupo controle
apresentou niveis minimos de dano ao DNA, possivelmente devido a alta eficiéncia do sistema
de reparo celular das células Caco-2, caracteristica comum a células neoplasicas. Embora, de
forma geral, os resultados tenham indicado baixos percentuais de dano ao DNA, a dose de 0,5
pg/mL de 5-FU associado a NPAu se destacou por causar um aumento significativo nesse tipo
de lesdo nas celulas tumorais Caco-2. Esse achado é particularmente relevante, pois essa mesma
concentracdo também apresentou significancia estatistica no ensaio de MTT em relagdo a
citotoxicidade, sugerindo uma correlagcéo entre 0 aumento na genotoxicidade e na reducdo da
viabilidade celular.

Cardoso et al. (2014) realizaram um estudo sintetizando e caracterizando NPAu
com didametros médios de 10 e 30 nm, avaliando pardametros de metabolismo energético,
estresse oxidativo e dano ao DNA no cérebro de ratos adultos submetidos a administracdo aguda
e cronica. O estudo concluiu que as NPAu induziram altos niveis de dano ao DNA em ambas
as condigdes, sendo que os danos causados pela administracdo cronica foram significativamente
maiores do que os observados na administracdo aguda, demonstrando que o dano ao DNA
ocorreu de forma distinta para cada estrutura avaliada, dependendo do tamanho das
nanoparticulas e/ou do regime de administracdo. Essa variabilidade também foi observada em
nosso estudo, especialmente em relacdo as diferentes dosagens utilizadas e a associa¢do do
medicamento com a NPAwW.

Silvaet al. (2020) avaliaram o potencial genotdxico de nanoparticulas metalicas em
celulas de pulm&o humano in vitro, analisando os danos no DNA pelo Ensaio do Cometa. Os
resultados indicaram um efeito genotoxico significativo nas concentragdes mais altas (1 e 0,5
pug/mL), com uma elevada taxa de dano de classe 3 nessas condi¢des. Em contraste, nosso
estudo demonstrou um aumento no dano celular nos grupos tratados com 5-FU, isolado ou em
combinagdo com NPAu, porém, na maioria dos casos, sem diferencas estatisticamente
significativas. Essa discrepancia pode ser explicada pelo fato de utilizarmos células tumorais,
gue possuem uma alta capacidade de reparo do DNA, o que pode minimizar os danos genéticos
induzidos pelos tratamentos.

Dessa forma, os resultados deste estudo reforcam o potencial das NPAu como uma
estratégia inovadora para a entrega do 5-FU no tratamento oncol6gico. A modulagdo das

propriedades fisico-quimicas das NPAu permitiu uma melhor interagdo com o farmaco,
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resultando em maior eficécia citotoxica contra células tumorais e menor toxicidade para células
saudaveis. Esses resultados encontrados estdo alinhados com pesquisas recentes que destacam
o papel das nanotecnologias na otimizacdo de terapias oncologicas, oferecendo novas
possibilidades para tratamentos mais seletivos e eficazes. No entanto, estudos adicionais séo
essenciais para validar esses efeitos em modelos mais complexos, como ensaios in vivo, bem
como para investigar a biodistribui¢do e os possiveis impactos a longo prazo dessa abordagem

terapéutica.
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6 CONCLUSAO

O tratamento de pacientes com neoplasias malignas continua sendo um desafio na
area de saude, devido a complexidade dos mecanismos das células tumorais, que permanecem
em grande parte desconhecidos. A toxicidade e os efeitos adversos dos tratamentos
convencionais agravam ainda mais esse cenario, tornando o manejo clinico mais dificil.
Contudo, os avancos da nanotecnologia vém ao encontro destas dificuldades, oferecendo novas
possibilidades terapéuticas e renovando as perspectivas para pacientes e suas familias.

Os resultados obtidos indicam que a combinacdo de 5-FU com NPAu pode
representar uma estratégia promissora para o tratamento oncolégico, promovendo uma maior
citotoxicidade seletiva para as células tumorais e reduzindo os danos em células saudaveis. Essa
abordagem pode contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos
agressivas, melhorando a qualidade de vida dos pacientes submetidos ao tratamento
quimioterapico. Contudo, é fundamental que novos estudos sejam realizados para aprofundar a
investigacdo do potencial terapéutico dessa associacdo, principalmente para aprimorar a
compreensdo dos mecanismos de interacdo entre esses compostos e avaliar sua eficacia em
modelos in vivo, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas na

oncologia.
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