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RESUMO

As nanoparticulas de ouro (GNPs) possuem propriedades que podem ser aplicadas
no diagnéstico e no tratamento do cancer, melhorando tanto o controle quanto a
eficiéncia do tratamento. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi sintetizar e
caracterizar GNPs com diferentes tamanhos e avaliar sua citotoxicidade em eritrocitos
humanos, fibroblastos murinos (NIH3T3), células de carcinoma cervical humano
(HeLa) e células de melanoma (B16F10). As GNPs foram sintetizadas com sucesso
pelo método de Turkevich, obtendo se GNPs com diferentes tamanhos (10, 20 e 30
nm). Imagens de microscopia eletrnica de transmissdo mostraram que as GNPs
apresentaram uma morfologia esférica (GNPs 10nm) e proxima da esférica (GNPs
20 nm e 30 nm) com tamanho proximo do esperado. Os tamanhos das GNPs foram
confirmados por analise de espectroscopia de ultravioleta-visivel. Estudos de
citotoxicidade mostraram que as GNPs de 20 nm apresentaram um menor efeito
citotdéxico sob as células ndo tumorais, quando comparado com as outras GNPs. Em
contraste, quando as GNPs foram incubadas em células B16F10, as GNPs de 10 nm
foram mais citotoxicos do que os de 20 e 30 nm. O ensaio de citotoxicidade também
mostrou que as células HelLa foram mais sensiveis (IC50 2,1 ug / mL) ao tratamento
com as GNPs quando comparada com as células B16 (IC50> 70 pg / mL). Portanto,
este estudo demonstrou que as propriedades fisico-quimicas e o tipo de célula
utilizada sé@o fatores limitantes no efeito citotoxico das GNPs. Esses resultados
confirmam a necessidade de estudos futuros com diferentes linhagens celulares para
melhor compreender os efeitos citotoxicos a fim de desenvolver novas terapias contra

0 cancer.

Palavras-chave: citotoxicidade, cancer; nanoparticulas de ouro; eritrécitos, B16F10,
HelLa, NIH3T3



ABSTRACT

Gold nanoparticles (GNPs) have properties that can be applied to the diagnosis and
therapies of cancer, improving both the control and efficiency of treatment. Therefore,
the aim of this study was to synthesize and characterize GNPs of different sizes and
evaluate their cytotoxicity in human erythrocytes, murine fibroblasts (NIH3T3), human
cervix carcinoma cells (HeLa), and melanoma cells (B16F10). GNPs were successfully
synthesized by the Turkevich method, to obtain GNPs with different sizes (10, 20 and
30 nm). Transmission electron microscopy images showed GNPs with spherical/near-
spherical morphology and their sizes were confirmed by ultraviolet-
visible spectroscopy analysis. Cytotoxicity studies showed that the 20 nm GNPs
exerted lower cytotoxic effects on noncancerous cells than other GNPs and presented
a higher cytotoxic effect on HeLa cells. In contrast, when GNPs were incubated with
B16F10 cells, the 10 nm GNPs were more cytotoxic than the 20 and 30 nm GNPs. The
cytotoxicity assay also showed that the HelLa cells were more sensitive (ICso
2.1 yg/mL) to treatment with GNPs than B16 cells (ICso0 >70 pg/mL). Therefore, this
study demonstrated that the physicochemical properties and cell type used are limiting
factors in the cytotoxic effect of GNPs. Lastly, these results confirm the need for future
studies with different cell lines to better understand the cytotoxic effects in order to

develop novel cancer therapies.

Keywords: cytotoxicity; cancer; gold nanoparticles; erythrocytes; B16F10; Hela;
NIH3T3.
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1. INTRODUCAO
1.1 NANOTECNOLOGIA

Na dltima década, varios estudos sobre novos nanomateriais tem
apresentado relevancia no mundo devido as suas propriedades quimicas, fisicas e
biologicas Unicas. Além disso, essas novas tecnologias apresentam uma ampla
variedade de aplicacdes biomédicas, como por exemplo, no diagndstico e tratamento
de cancer (Cai, 2008; Puri et al., 2009; Lungu et al., 2019; Habibi et al., 2020).

A expressao nanomateriais advém da palavra “nano” que tem origem grega
e se refere a um tamanho mil vezes menor que um micron (Mansoori, 2002). Desta
forma, nanotecnologia, uma ciéncia transdisciplinar, vem estudando a manipulagao
e utilizacdo de diversos materiais em escala nanométrica (1 e 100 nandmetros).
Através de diversas pesquisas, foi possivel demonstrar que as caracteristicas fisico-
quimicas, eletrénicas, magnéticas, Opticas, mecanicas e comportamentais dos
nanomateriais sdo diferentes daquelas apresentadas quando a matéria encontra-se
em escala maior (Rossi-Bergmann, 2008; Raghavendra et al., 2014). Estes materiais
sao considerados como localizados “na fronteira dos menores dispositivos feitos pelo
homem e as menores moléculas de sistemas vivos” (Mansoori, 2002).

Desta forma, para a utilizacdo desses nanomateriais no campo da medicina
€ necessaria a compreensdo dos mecanismos neles propostos, como: a interacdo do
nanomateial ou nanocomposto com as células a nivel celular e molecular, sua
biodistribuicdo e metabolizacdo, as possiveis vias de administracéo, sua toxicidade
e a faixa terapéutica adequada para o objetivo proposto (Arvizo et al., 2012).

As nanoparticulas podem ser constituidas de diferentes compostos
organicos e inorganicos, conferindo um amplo potencial de aplicabilidade devido as
suas inumeras possiveis formas (Martinelli et al., 2019). As nanoparticulas de metais
nobres possuem a capacidade de emitir ondas plasmoénicas, que sédo excitacbes
eletrbnicas acopladas a um campo eletromagnético, geralmente na interface metal-
dielétrico. O acoplamento entre o campo eletromagnético e as cargas livres no metal
gera uma onda que se propaga na interface metalica e € chamada plasmon polariton
de superficie (Surface plasmon polariton — SPP) (Mazulkim, 2016). Estas
nanoparticulas de metais nobres possuem, entdo, caracteristicas plasmonicas e
distinguem-se de outras nanoplataformas por apresentarem pontos quanticos

semicondutores, nanoparticulas magnéticas e poliméricas através das suas
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ressonancias plasmonicas de superficie (SPR) unica (Huang e El-Sayed, 2010). A
SPR é produto do confinamento de fétons a um pequeno tamanho de particula, e
resulta num aumento das propriedades radioativas e né&o radioativas das
nanoparticulas, possibilitando o maior numero de utilizagdes na biologia e medicina
(Huang e El-Sayed, 2010).

Dentre as nanoparticulas de metais, as mais estudadas sao aquelas
constituidas de prata e ouro. Estas nanoparticulas podem ser obtidas através de
diferentes reagentes e reacOes que geram produtos de diferentes tamanhos e
formas. Dentre as formas produzidas, as mais comuns apresentadas até hoje séo

esferas, fios, hastes e tubos (Raghavendra et al., 2014).

1.1.1 Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro, também conhecidas como GNPs (Gold
Nanoparticles) vém sendo extensivamente estudadas e utilizadas em diferentes
areas biomédicas, demonstrando um grande potencial de utilizacdo tanto em
tratamentos quanto em diagndsticos de doencas (Ghosh et al., 2008; Arunachalan et
al., 2014).

As GNPs podem facilmente serem reduzidas a tamanhos que correspondem
ao das biomoléculas, como DNA e proteinas, facilitando assim, a sua assimilacéo a
sistemas biolégicos (Raghavendra et al., 2014). Além da alta biocompatibilidade, as
GNPs podem ser sintetizadas de forma simples e terem sua superficie e
propriedades o6ticas modificadas com facilidade, o que favorece sua utilizagéo para
diferentes objetivos terapéuticos (Mody et al., 2010). A figura 1 ilustra algumas das
propriedades das GNPs e como ela pode ser utilizada na area biomédica.

Em relacéo ao desenvolvimento de novos farmacos, monodispersividade e o
tamanho das moléculas séo fatores importantes a se considerar (Raghavendra et al.,
2014). Desta forma, as GNPs se tornam agentes promissores na producdo de
medicamentos, uma vez que sao eficientes carreadores, capazes de proporcionar a
entrega de um farmaco ou uma biomolécula ao seu alvo bioldgico, tanto por estimulos
externos quanto e internos (Ghosh et al., 2008). Gracas a estas propriedades, as
GNPs tém sido muito estudadas como na coadministracdo de farmacos proteicos,
devido a capacidade de atravessar as membranas celulares, possivelmente pelo fato

de terem interagdo com lipidios da superficie celular (Raghavendra et al., 2014,
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Shrikhande et al., 2015).

Figura 1 - Propriedades importantes das nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Adaptado de Singh et al., 2018.

Sabe-se ainda, que as GNPs também possuem a capacidade de alterar as
vias de sinalizacdo apoptotica, o funcionamento normal e modular no estado redox
das células (Gao et al., 2011; Birhanu et al., 2017). Assim, as GNPs sdo consideradas
propicias no carreamento de moléculas para o tratamento tumoral, levando os anti-
neoplasicos diretamente para a célula cancerigena, evitando que as células normais
sejam atacadas pelo farmaco (Gao et al., 2011; Birhanu et al., 2017), minimizando
ou removendo os efeitos secundarios em locais ndo alvos (Bhowmik et al., 2017).
Sendo assim, as GNPs sao evidenciadas como uma grande promessa, visando
trazer avancos significativos no tratamento, diagnostico e monitoramento do cancer
(Wang; Thanou, 2010; Bhowmik et al., 2017; Martinelli et al., 2019).

1.2 CANCER

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018), o cancer é um
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problema de saude publica e situa-se como a segunda causa de morte em todo o
mundo. No ano de 2018, ocorreram mais de 9,6 milhdes de mortes, gerando uma
estimativa de 1 em cada 6 mortes globais. O cancer ou neoplasia maligna é uma
alteracdo do crescimento e da diferenciacdo celular com potencial de invasao e
disseminacdo para outras partes do corpo (como tecidos e 6rgdos). As células
cancerigenas possuem a capacidade de se multiplicarem indefinidamente, perdendo
sua diferenciagdo e podendo tornar-se totalmente diferente da célula que a originou
(Brasileiro et al., 2016).

As neoplasias malignas surgem por alteracfes internas (proprias do
individuo, como alteracbes genéticas) e alteracBes externas (adquiridas por
fenbmenos epigenéticos). Estas alteracdes podem provocar o surgimento de
diferentes tipos de cancer, com variadas caracteristicas, dentre eles o melanoma e o

carcinoma uterino (Brasileiro et al., 2016).

1.2.1 Céncer de pele do tipo melanoma

O melanoma € um tipo de cancer de pele originado de células
neuroectodérmicas, também conhecidas como melandcitos (células produtoras de
melanina - substancia responsavel pela pigmentacao da pele). Sua incidéncia varia
de acordo com a regido geografica, sexo, idade e cor da pele, sendo maior em
individuos brancos com idade superior a 40 anos (Patterson, 2016). No Brasil, os
canceres de pele sdo mais frequentes, correspondendo a cerca de 30% de todos os
tumores malignos registrados. O cancer de pele tipo melanoma € responsavel por
apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgéo, entretanto é considerado grave devido
a sua alta capacidade de metastase (INCA, 2020).

A exposicdo a raios UV esta intimamente correlacionada com o
desenvolvimento de melanomas (Lawrence, 2013). Entretanto, diversos eventos
endogenos e exogenos devem ser desencadeados na célula para que ocorra a
transformacdo da mesma em célula tumoral, como por exemplo, a ocorréncia de
alteracdes genéticas no DNA das células (Bastian, 2014).

Em um ambiente fisiolégico normal, o crescimento de melandcitos é regulado
por secrecOes de queratindcitos (Millet et al., 2017). Devido a muta¢cées em genes-
chave que regulam o crescimento celular, os melandcitos séo incapazes de responder

adequadamente as indicacdes reguladoras dos queratindcitos, levando a um
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crescimento anormal (Millet et al., 2017; Mabeta, 2020). Varios estudos demonstraram
gue a disseminacdo do melanoma € o resultado de mutacdes genéticas e alteracoes
microambientais do tumor, caracterizadas pela superexpressao de proteinas capazes
de favorecer a invasao tumoral e a infiltracdo circundante (Chiriboga et al., 2016;
Leonardi et al., 2018).

O melanoma pode ainda ser classificado na populacdo 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 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 pescogo, bem como na regido dorsal das extremidades superiores.
Os principais fatores genéticos sao o proto-oncogene B-Raf (BRAF), as mutacdes na
neurofibromina 1 (NF1) e NRAS, e geralmente estes melanomas apresentam uma alta
carga mutacional relacionada a exposicao aos raios UV (Bastian et al.,2014; Candido
et al., 2014). Por outro lado, o 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 estao
associadas ao BRAFY®%E e a uma menor carga mutacional (Bastian et al.,2014;
Leonardi et al.,2018). J& foi relatado que a mutacao no gene BRAF desempenha um
papel significativo no desenvolvimento do melanoma levando a ativagdo constitutiva
da via RAS / RAF / MEK / ERK, uma cascata de transduc¢éo de sinal que participa da
regulacdo de uma grande variedade de processos, incluindo apoptose, progressao do
ciclo celular, diferenciacao e proliferacdo (Roskoski, 2010; Kozovska et al., 2016).

A cirurgia € o tratamento mais indicado, entretanto a radioterapia e a
guimioterapia também podem ser utilizadas conforme o estagio da doenca, o local do
tumor, o estado geral de saude do paciente, assim como determinadas caracteristicas
do proprio cancer (INCA 2020). Os estagios da doenca sao classificados de 0, onde o
melanoma néo se desenvolveu além da epiderme e é geralmente tratado com cirurgia
até o estagio IV quando o mesmo ja é metastatico (Figura 2) (Pflugfelder et al., 2013;
Skin Cancer Foundation, 2020).
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Figura 2 - Estagios do melanoma cutaneo.
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Inicialmente h& grande proliferacdo celular dos melanécitos devido a alteragBes genéticas
frequentemente oriundas de exposicdo intermitente a radiag&o 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, 0 cancer encontra a corrente sanguinea, o sistema

linfatico e tecidos vizinhos, se espalhando por outras partes do corpo.

O diagndstico clinico precoce é de extrema importancia para obter sucesso
no tratamento do melanoma (Rigel e Carucci, 2000). A diretriz mais utilizada para
auxiliar no diagnostico é a “ABCD”, onde A significa a assimetria que o melanoma
precoce possui devido a seu crescimento desigual; B, as bordas irregulares também
causadas pelo desenvolvimento irregular da leséo; C, coloracéo variada, em tons de
preto, marrom claro e marrom escuro, também provocadas pelo mesmo motivo; e D,
diametro das lesdes de aproximadamente 6mm, que devem ser consideradas
suspeitas se enquadradas em A, B e C (Friedman et al. 1991).

Diversos medicamentos antineoplasicos vém sendo testados para atuar
como terapia curativa e anti-recidiva do cancer tipo melanoma. Dacarbazina,
temozolamida, analogos da platina, vacinas, agentes hormonais, alfa-interferon e
Interleucina-2, estdo entre os agentes mais testados e utilizados no tratamento.
Entretanto, h4 uma grande dificuldade mundial em se identificar a dose e tempo
ideais para o tratamento, uma vez que ao mesmo tempo que se tornam promissores
para alguns pacientes, sdo verdadeiros fracassos para outros. Além disso, a

indicacdo do tratamento deve ser feita de forma individualizada, de acordo com

(@)

QJ/

estadiamento da neoplasia e com o estado de saude do paciente. Em relacdo

m/

radioterapia, o melanoma tem sido considerado como um tumor resistente
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radioterapia, com excessao a casos de tumores irressecaveis (Ministério da Saude,
2013).

1.2.2 Cancer cervical

O céancer cervical, também conhecido como céancer do colo do utero, é
causado principalmente pela infec¢éo persistente do Papilomavirus Humano (HPV).
No Brasil, € o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo que em
2020 a estimativa € que surjam 16.710 novos casos desse tipo de cancer (INCA,
2020). As principais estratégias de controle do cancer cervical utilizadas em todo
mundo s&o a vacinagéo contra HPV, a deteccéo precoce de alteracdes celulares em
mulheres e o tratamento correto e eficaz de todas mulheres diagnosticadas (Vu et
al., 2018).

O diagnéstico do céancer cervical € baseado na avaliacdo histologica da
biépsia cervical, sendo que os dois tipos histolégicos mais comuns sao o carcinoma
de células escamosas (mais de 85% dos casos) e o adenocarcinoma. Assim como
ocorre em outros tipos de cancer, o estadiamento da neoplasia, ou seja, 0 quao
avancado esta o cancer, € utilizado para definir os tratamentos e o prognéstico do
paciente (Johnson et al., 2019).

Quando detectado precocemente, as lesdes pré-cancerosas que originam o
cancer cervical podem ser retiradas de forma simples e baratas através de crioterapia
e procedimentos cirargicos. Entretanto, uma vez que o diagndstico € feito ja com
lesbes avancadas, o tratamento de torna mais agressivo e com alto custo (Vu et al.,
2018). A remogao cirdrgica é parte da maioria dos tratamentos do cancer cervical e
pode ser usada de forma isolada ou em combinag&o com radioterapia, quimioterapia
e imunoterapia, a depender do estadiamento da lesdo. Cisplatina, paclitaxel e
carboplatina sdo os antineoplasicos mais utilizados (Johnson et al., 2019).

Como mencionando anteriormente, os tratamentos mais indicados para a
maioria dos tipos de cancer sao cirurgia, quimioterapia e radioterapia, que variam na
sua utilizacdo conforme o estagio em que o cancer se apresenta (INCA, 2020). No
entanto, alguns destes tratamentos podem causar, a curto e longo prazos, uma
grande variedade de efeitos adversos (Maurea et al., 2010). Além disso, ja existem
relatos de falhas terapéuticas e dificuldade das células tumorais em sofrer apoptose,

0 que leva ao desenvolvimento de tumores resistentes as terapias padrdes do cancer
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(Badr et al., 2013).

Desta forma, existe uma grande necessidade de se encontrar e produzir
novas terapias antineoplasicas, com maior eficacia e seguranca. O tratamento ideal
seria aquele que afetasse apenas as células tumorais e ndo tumorais do organismo.
Assim, ocorreria uma diminuicdo dos efeitos adversos do tratamento e melhoria a
chance de cura do paciente (Badr et al., 2013; Kulhari et al., 2014)

Os nanomateriais surgem, entdo, como uma promissora alternativa para
ajudar a desenvolver estratégias para melhorar o tratamento dos diversos tipos de
cancer, aumentando a eficacia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais dos
agentes utilizados (Liu et al. 2013; Raghavendra et al. 2014; Guo et al. 2017; e Farooq
al. 2018; Mohammad 2019).

Neste sentido, as GNPs estdo sendo utilizadas em diferentes aplicagbes
biomédicas devido a suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
antitumorais (Tomic¢ et al. 2014; Haupenthal et al. 2019). Elas podem ser facilmente
funcionalizadas (-NH2 e -SH), o que permite uma variedade de abordagens para o
design de novos sistemas de administracdo de medicamentos (Nghiem et al. 2010;
Mandal et al. 2009; Sindhu et al. 2014; Elbialy al. 2015 ; Devi et al. 2016; Wozniak et
al. 2017; Farooq et al. 2018; Pourshohod et al. 2019), Além disso, as GNPs podem
ter seu tamanho reduzido , inferior a 50 nm, o que facilita sua interacdo com células
e tecidos em seres humanos (Liu et al. 2013; Raghavendra et al. 2014; Kumar et al.
2017). No entanto, é importante ressaltar que para aplicacbes biomédicas, elas
precisam ser controladas com precisdo em termos de morfologia e tamanho, além de
sua estabilidade e biocompatibilidade (Ojea-Jimennez et al. 2010; Elbialy et al. 2015).

Conforme jA& mencionado, as GNPs podem ser obtidas com facilidade por
varios métodos quimicos e fisicos (Wang et al. 2007), sendo que um dos métodos
mais tradicionais para sua preparacao € baseado em uma reacédo de reducédo com
citrato, denominado método Turkevich (Liu et al., 2007; Park e Shumaker-Parry
2014). O método Turkevich & o meio mais comum para a sintese de GNPs devido a
sua simplicidade e facilidade de obter GNPs de tamanhos diferentes (Liu et al., 2007;
Huang e El-Sayed 2010; Guo et al. 2017).

As propriedades fisico-quimicas das GNPs tém uma relagdo importante com
a interagdo desses nanomateriais com o ambiente biologico (Mailander, Landfester
2009; Ojea-Jimennez et al. 2010; Verma e Stellacci 2010; Liu et al. 2013; Blanco et

al. 2015). Além disso, a citotoxicidade das GNPs varia de acordo com o tipo de
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células utilizadas, sendo algumas linhagens mais resistentes e outras mais sensiveis
ao tratamento com GNPs. Sendo assim, estudos in vitro atuam de forma eficaz como
um método de pré-selecdo para avaliar os efeitos biolégicos desses nanomateriais.
O efeito citotoxico das GNPs pode ser explicado por diferentes propriedades
metalicas, apresentando variados mecanismos celulares de morte (Liu et al. 2013;
Chugh et al. 2018).

De acordo com Chugh et al. (2018), as GNPs séo anti-angiogénicas uma vez
que inibem a sinalizacdo da normal da célula ap6s a ligacéo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) ao seu receptor na célula. Tiloke et al. (2016) mostraram
gue as GNPs induziram a expressao da caspase-9 nas células A549, o que inicia a
via de sinalizacéo das caspases envolvida na inducdo de apoptose. No entanto, tem
sido muito dificil avaliar a biodistribuicdo, depuracéo e toxicidade das GNPs, devido
aos diferentes modelos experimentais utilizados, onde ocorrem variacdes das
propriedades fisico-quimicas, modelos animais e/ou tipo de célula, concentracéo de
entrega e rotas de administracéo (Guo et al. 2017).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar GNPs com
diferentes tamanhos e avaliar os efeitos citotdéxicos in vitro nas seguintes linhagens
celulares: eritrocitos humanos, fibroblastos murinos (NIH 3T3), melanoma (B16F10)

e carcinoma do colo do atero humano Células (HelLa).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocompatibilidade de nanoparticulas de ouro (GNPs) com
diferentes tamanhos e concentracbes em células cancerigenas de melanoma
B16F10, células de carcinoma de colo uterino humano (HeLa) e células nao

cancerigenas de fibroblastos murino (NIH 3T3) e eritrocitos humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Caracterizar a estrutura da GNPs de tamanho de 10, 20 e 30 nm.

[I- Identificar em qual tamanho as GNPs apresentam maior citotoxicidade celular.

[lI- Verificar em qual concentracdo das GNPs apresentam maior citotoxicidade
celular.

IV- Avaliar a capacidade citotoxica das GNPs em cultivo in vitro de células de
melanoma B16F10, células de carcinoma de colo uterino humano (HelLa),

fibroblastos murino (NIH 3T3) e eritrocitos humanos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos e testes apresentados neste trabalho foram
realizados no Laboratério de Fisiopatologia Experimental (FISIOPAT) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).

3.1 MATERIAIS

Acido aurocloridrico (HauCls), meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
soro fetal bovino (SFB), tripsina-EDTA 0,25% e penicilina-estreptomicina foram
adquiridos em Sigma-Audrich, Brasil; citrato de sodio (NasCsHs07) foi adquirido da
Synth-Brasil. O reagente de viabilidade celular AlamarBlue® foi adquirido da Thermo
Fisher Scientific. As linhagens celulares B16F10 foram adquiridas a partir da cultura
celular americana denominada ATCC (American Type Culture Colletion). As
Linhagens celulares NIH3T3 e HelLa foram obtidas no Instituto Adolfo Lutz (S&o
Paulo).

3.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

As GNPs foram sintetizadas de acordo com o método descrito por Turkevich
et al. (1951), com pequenas modificacbes. A sintese ocorreu através da reacao
quimica de reducdo do acido tetraclorodurico (HAuCls) pelo citrato de sodio
(Na3CsHs07) em meio aquoso. Primeiramente, uma solugéo de 100 mL de HAuCls na
concentracédo de 4 mM foi aquecida a 90 °C sob agitacédo vigorosa. O tamanho dos
GNPs foi controlado variando a concentragdo do agente redutor. Para a producédo de
GNPs de 10 nm, a solucéo de citrato de sédio foi diluida em 25 mL de &gua ultra pura
na concentragdo de 155 mM. Para as GNPs de 20 nm, a concentragao do citrato de
sédio utilizada foi de 38 mM em 25 mL de agua. A reacado para gerar as GNPs de 30
nm, foi realizada com 100 mL de solugéo de citrato de s6dio em agua na concentracao
de 9 mM. Para GNPs de 20 e 30 nm, a solugdo de citrato foi aquecida a uma
temperatura de 50 °C antes de ser adcionada. Ao atingir a temperatura desejada, 5
mL da solucéo de citrato de sédio (155, 38 e 9 mM) foram adicionados gota a gota ao
HAuCls para se iniciar a reacdo. Apos aproximadamente 15 minutos, foi possivel

observar as coloracdes especificas para cada tamanho de GNPs. Um fluxograma
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mostrando todas as etapas da sintese de GNPs com diferentes tamanhos é mostrado

na figura 3.

Figura 3 - Fluxograma ilustrando todas as etapas da sintese de GNPs de diferentes

tamanhos.
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Fonte: Dos autores, 2020.

3.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para andlise da morfologia e estimativa do tamanho médio das GNPs utilizou-
se a técnica Microscopia Eletronica Transmissdo (MET) da marca JEOL, modelo JEM
2100F de 100kV, que se encontra alocado no Laboratério Central de Microscopia
Eletrébnica — LCME, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC. Na
preparacdo das amostras, uma gota da solucdo GNPs foi adicionada em um grid
contendo carbono (grid de cobre — 200 mesh). Apds o tempo de secagem dos grids

(24hrs), as imagens foram obtidas.
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3.3.2 Diametro Médio das Nanoparticulas

O didmetro médio (em intensidade) das GNPs, foram determinados através
da técnica de Espectroscopia de Correlacdo de Fétons ou Espalhamento Dinamico de
Luz (Dynamic Light Scattering — DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(&ngulo do feixe incidente de 173° e comprimento de onda do laser de 633 nm), da
Malvern Instruments, alocado no Laboratério de Controle de Processos e de
Polimerizacdo (LCP) da UFSC. As leituras foram feitas a 20°C a partir de uma aliquota

das solucdes das GNPs sem prévia dilui¢ao.

3.3.3 Potencial Zeta

O potencial zeta, que reflete o potencial elétrico de superficie das particulas e
fornece informacgdes acerca da estabilidade da formulacéo, foi determinado através
da técnica de Anemometria de Laser Doppler associada a microeletroforese utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano ZS, da Malvern Instruments, alocado no Laboratorio
de Controle de Processos e de Polimerizacédo (LCP) da UFSC. As leituras foram feitas

a 20°C a partir de uma aliquota das GNPs sem prévia diluicéo.

3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em espectrometro Agilent
Technologies (Cary 600 Series). Para obtencdo dos espectros, amostras de GNPs
secas a 30°C foram incorporadas em KBr, seguido da compressao para formacéo de
pastilhas. As andlises foram conduzidas com varreduras na faixa de 4000 - 400 cm,

com resolucéo de 2 cm™.

3.3.5 Difracdo de Raio — X

A difracdo de raios-X (DRX) é uma ferramenta util para a medida do grau de
cristalinidade de polimeros e outros materiais. A informacdo priméaria geralmente
obtida das analises é a estrutura de polimeros semicristalinos. A cristalinidade do
GNPs pode ser obtida através da medida de intensidade relativa dos picos de difracédo

nas partes cristalina e amorfa. A fase cristalina das GNPs foi identificada por medidas
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de difracéio de Raios-X utilizando uma radiacéo cobre Ka (1,54056 A) a 45 kV/40 mA
com uma velocidade de varredura angular de 26 e com um tempo de passo de 1

segundo.

3.4 ESTUDOS IN VITRO

3.4.1 Ensaio de hemolise

O ensaio de hemolise foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Feuser et al. (2015). Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciima, Brasil (numero
12984919.7.0000.0119). Os glébulos vermelhos humanos (eritrécitos) foram obtidos
de trés dadores saudaveis. O sangue dos doadores foi coletado em tubos contendo
3,2% em peso de citrato de sodio. Quatro mililitros de sangue total foram adicionados
a 8 mL de solucdo salina estéril e os eritrécitos foram isolados do soro por
centrifugacéo a 1.500xg por 10 min sendo lavados com solugéo salina por trés vezes.
Apos a lavagem final, os eritrocitos foram diluidos em 2 mL de solugdo salina em um
eppendorf. Em seguida, 40 pyL da diluicdo foram adicionados a 960 uL de soro
fisiol6gico em um novo tubo. Os eritrécitos foram incubados com GNPs de 10, 20 e 30
nm em diferentes concentragdes: 5, 10, 15, 20, 28 e 35 pg/mL a 37 °C sob agitacao
(100 rpm) por 120 min. Apés a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a
10.000xg por 5 min, e 100 uL de sobrenadante foram transferidos para uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos, e a absorbancia foi medida a 540 nm (SpectraMax M3).
Como controles positivo e negativo, incubaram-se 30 uL da suspensao do eritrécito
com 970 pL de agua destilada e solugéo salina, respectivamente. As analises foram

realizadas em triplicata.

3.4.2 Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade das GNPs foi avaliada em uma linhagem de célula ndo
tumoral (NIH 3T3) e duas linhagens de células tumorais (B16F10 e HelLa). Todas as
células foram cultivadas em um meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100 U/mL de penicilina-estreptomicina.
As células foram mantidas a 37 °C em incubadora umidificada contendo 5% de COa.
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Para os ensaios de citotoxicidade (Mossmann, 1993), as células foram
plaqueadas na quantidade de 1 x 10* células/poco em placa de 96 pocos e incubadas
por 24h (37 °C — CO25%). Apos o periodo de incubacéo, as células foram tratadas
com DMEM contendo diferentes concentragcdes de GNPs de 10, 20 e 30 nm e
incubadas por mais 24h. Apdés o periodo de incubacéo, a viabilidade celular foi
analisada pelo ensaio AlamarBlue® (Invitrogen 2007). AlamarBlue® é um indicador
fluorescente/colorimétrico, onde sua forma oxidada entra no citosol e é convertida por
enzimas mitocondriais. A forma oxidada do corante tem uma cor azul, indicando néo
fluorescéncia, portanto, células ndo viaveis. A cor rosa € a forma reduzida do corante,
indicando a presenca de células viaveis (Invitrogen 2007). Depois de 24h de
incubacédo, o DMEM foi retirado e 10% de AlamarBlue® diluido em DMEM incompleto
foi adicionado em cada pogo. As células foram incubadas durante 3h (37 °C, 5% COy).
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa de 96 pocos e a
absorbancia foi medida em um leitor de microplaca (Loccus LMR-96) com
comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm. A viabilidade celular foi calculada com a
seguinte equagao (1):

Cn (570nm) /
Ms x €1 (600nm)

Cn
(570nm)
/c

Viabilidade celular (%) = (2)

CP (g00nm) ¥ N (600nm)
onde Ms é a média da amostra e Cn e Cp sdo o controle negativo (meio de cultura

sem células) e positivo (apenas células), respectivamente.

3.4.3 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem de células viaveis em comparagdo com o0 grupo controle
(células nao tratadas). A analise de variancia ANOVA de duas vias foi utilizada para
todas as andalises com um nivel de significancia estabelecido em p <0,05, seguido pelo
teste post hoc de Tukey usando o software GraphPad Prism versdo 7.0. A
concentracédo inibitoria de 50% (IC50) das células HelLa e B16F10 foi calculada por

ajuste de curva nao linear usando o software GraphPad Prism versao 8.0.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS GNPs

As GNPs de 10 nm, 20 nm e 30 nm apresentaram diferentes picos de
absorcdo maximo na regido do visivel, bem como diferentes coloracdes, conforme
demonstrado na Figura 4 e Tabela 1. Como pode ser observado a partir das anélises
de UV-Vis (Figura 4), o pico de absor¢cdo méaximo cresceu com aumento do tamanho
das nanoparticulas. Esses resultados foram validados por imagens de MET, que
confirmaram o tamanho médio das GNPs apresentado por UV-vis (Figura 4). A partir
das imagens TEM, uma morfologia esférica pode ser observada para as GNPs de 10
nm. As GNPs de 20 e 30 nm apresentaram morfologia oblonga (quase esférica)
(Grzelczak et al. 2008; Liu et al. 2013; Abdulkin et al. 2014). Analises de DLS e
potencial zeta sdo apresentados na Tabela 1. As analises de DLS foram similares ao

tamanho apresentado nas imagens de MET. As GNPs apresentaram uma carga de
superficie negativa.

Figura 4 - Imagens MET e espectros de UV-Visde de solucdes de GNP com
diferentes tamanhos de particula.
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Tabela 1 - Propriedades dos diferentes GNPs obtidos pelo método de Turkevich: cor,
absorcdo maxima (UV-Vis), potencial zeta (Zetasizer) e tamanhos hidrodindmicos

(DLS).
GNPs COR Absorcdo maxima Potencial zeta Tamanho
(nm) (UV-Vis) (mV) hidrodindmico (nm)
10 Vermelho 522 -58 +4 11 +3
20 Roxo 524 -42 4 26 4
30 Roxo-caramelo 569 -34 +3 34 4

Fonte: Dos autores, 2020.

A analise da espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada para observar a ligacéo dos ions citrato com as GNPs (Figure 5a),
mostrando as bandas de absorcao caracteristicas das ligacdes C=0 e COO". A
estrutura cristalina foi observada a partir das analises do difratograma por DRX, onde

apresentou um angulo 26 caracteristico como mostrado na Figura 5b.

Figura 5 - FTIR (a) e XRD (b) espectros de GNPs de 10, 20, and 30 nm.
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4.2 ESTUDOS IN VITRO
4.2.1 Ensaio de hemolise
Os ensaios de hemdlise foram realizados para avaliar a hemocompatibilidade

das diferentes GNPs, como mostrado na Figura 6. As GNPs de tamanho 10, 20 e

30nm nas concentracoes de 5 e 10 ug/mL e as GNPs de tamanho 20nm nas
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concentracdes de 15 e 20 ug/mL ndo apresentaram atividade hemolitica. Entretanto,
na concentracao de 35 ug/mL as GNPs de tamanho 20 nm foi a que apresentou maior
atividade hemolitica e as GNPs de tamanho 30 nm as que apresentaram menor
atividade. Por outro, lado nas concentracoes de 15, 20 e 28 ug/mL as GNPs de

tamanho 30 nm foram as que tiveram maior atividade hemolitica.

Figura 6 - Ensaio de hemolise em eritrécitos humanos incubados com GNPs de 10,
20 e 30 nm em solucdes com diferentes concentracdes. Dados representados com *
SD (n = 3).
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4.2.2 Ensaios de citotoxicidade em células ndo cancerigenas NIH 3T3

A biocompatibilidade de GNPs foi avaliada em células de fibroblastos murinos
ndo cancerigenas (NIH3T3). Como pode ser observado na Figura 7, as GNPs de 30
nm mostraram maior efeito citotoxico para as células NIH 3T3 quando comparado com
as GNPs de 10 nm e 20 nm GNPs (p<0,001; p<0,0001) em todas as concentragoes.
As GNPs de 20 nm ndo apresentaram qualquer efeito citotoxico sob as células NIH
3T3 (p <0,05). As GNPs de 10 nm foram citotoxicas apenas nas concentracdes mais
altas de 35 pg/mL (p <0,001).

Figura 7 - Citotoxicidade in vitro de solucées de GNPs de 10, 20 e 30 nm nas células
NIH 3T3.
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Diferencas significativas sdo mostradas (p <0,01, bp <0,001, cp <0,0001 quando comparado com o
grupo controle; ** p<0,001, *** p <0,0001 quando comparado com GNPs de 10 nm, e #p <0,01, ## p
<0,001 quando comparado com GNPs de 20 nm; ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de Tukey).
Fonte: Dos autores, 2020.

4.2.3 Ensaios de citotoxicidade em células cancerigenas HelLa

A citotoxicidade das GNPs (10 nm, 20 nm e 30 nm) também foi avaliada em

células de HelLa de céancer cervical. Como pode ser observado na Figura 8, as GNPs
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de tamanho de 10 nm tiveram um menor efeito citotdxico sob as células HeLa quando
comparado com as GNPs de 20 nm e 30 nm em todas as concentracfes testadas.
Além disso, as GNPs de 10 nm n&o apresentaram diferenca significativa com o grupo
controle nas concentracdes de 2,2 e 4,4 ug/mL. Por outro lado, nas concentracdes de

2,2 e 17,5 yg/mL as GNP de 20 foram as mais citotoxicas.

Figura 8 - Citotoxicidade in vitro de solugfes de GNPs de 10, 20 e 30 nm nas células
HeLa.
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Diferencas significativas sdo mostradas (### p <0,0001, #### p <0,0001) quando comparado com o
grupo controle; * p <0,01, ** p <0,001, *** p <0,0001 quando comparado com GNPs de 10 nm; ANOVA
de dois fatores seguida pelo teste de Tukey).
Fonte: Dos autores, 2020.

4.2.4 Ensaios de citotoxicidade em células cancerigenas B16F10

A citotoxicidade das GNPs (10 nm, 20 nm e 30 nm) também foi avaliada em
células de B16F10 de cancer do tipo melanoma, a Figura 9 contém estes resultados.
As GNPs de tamanho de 20 nm foram as que tiveram um menor efeito citotdxico sobre
as ceélulas B16F10 em todas as concentragfes testadas quando comparado com as
GNPs de 10 nm e 30 nm. Além disso, as GNPs de tamanho 20 nm nao apresentaram
diferenca significativa quando comparadas com o grupo controle na concentracao de
2,2 pg/mL. As GNPs de tamanho 10 e 30 nm tiveram atividades citotoxicas muito

parecidas em todas as concentracdes avaliadas.
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Figura 9 - Citotoxicidade in vitro de solucées de GNPs de 10, 20 e 30 nm nas células
B16F10.
120- B16F10 cells controlm® 10nm == 20nm &= 30nm
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Diferencgas significativas sdo mostradas (#p <0,01, ## p <0,001, ### p <0,0001, #### p <0,0001 quando
comparado com o grupo controle; * p <0,01, ** p <0,001, *** p <0,0001 quando comparado com GNPs
de 10 nm; ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de Tukey).

Fonte: Dos autores, 2020.
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5. DISCUSSAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (2017), o melanoma € o cancer de
pele mais agressivo e letal, tendo um aumento consideravel nos ultimos 40 anos.
(Khazaei et al. 2019). Ja o cancer de colo do Utero é o quarto tipo de cancer mais
comum entre as mulheres responsavel por milhares 6bitos todos os anos, sendo a
quarta causa mais frequente de morte por cancer em mulheres. Com tudo é de
fundamental importancia a busca de novas alternativas para tratamento Cancer (Liu
et al. 2018). Como relatado na introducédo deste trabalho o uso da nanotecnologia
vem surgindo como 6tima opcéo para o tratamento de diferentes tipos de cancer.
Entretanto, ainda que a nanotecnologia tenha avancado em tratamentos terapéuticos
e em diagnosticos, o seu potencial efeito na saude humana ainda néo foi determinado,
devido a escassez e controversas de informacdes sobre os efeitos da toxicidade
desses nanomaterias (Cancino et al., 2014).

Em relacdo as GNPs, tem-se uma preocupacdo de como essas
nanoparticulas penetram nas membranas celulares, quando comparado a outros
farmacos e moléculas (Cancino et al., 2013). Analises in vitro ainda que muito
utilizadas, resultam em informacdes pouco precisas e muito contraditorias (Villiers et
al., 2010; Cancino et al., 2014). De uma forma geral a literatura vem postulando que
quanto maior o tamanho da GNP e maior a sua concentracdo, maior sera sua
toxicidade. Porém, uma andalise mais detalhada na variagcdo dos resultados da
toxicidade de GNPs testadas in vitro demonstram que diversos outros fatores
associados, tais como tamanho, forma, revestimento, concentracdo, dentre outros,
devem ser levados em consideragdo e podem influenciar na toxicidade em que as
GNPs podem apresentar (Villiers et al., 2010), dificultando na obtengao de resultados
precisos.

Como base nestes dados, o objetivo deste trabalho foi sintetizar, caracterizar
GNPs com diferentes tamanhos e avaliar seu efeito citotoxico em diferentes linhagens
celulares de céncer, em fibroblasto e em eritrécitos humanos. Nossa hipotese € que
além dos fatores citados, o tipo de célula também deve ser levado em consideracao.
Assim diferentes GNPs (10 nm, 20 nm e 30nm) foram sintetizadas pelo método de
Turkevich.

O controle do tamanho das GNPs foi obtido pelo ajuste da concentracdo de

citrato, como mostrado na figura 5. O uso do citrato serve como redutor parando a
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reacao de formacao das nanoparticulas, entdo as diferencas concentracdes de citrato
age parando a formacdo das nanoparticulas em momentos diferentes, formando
assim GNPs de diferentes tamanho (Ojea-Jimennez et al. 2010; Guo et al. 2017).

Como observado nas andlises de UV-Vis, as GNPs apresentaram picos de
absorcdo maximo caracteristico do tamanho de cada GNPs sintetizada. A cor de cada
GNPs foi dependente do tamanho e da densidade dos estados eletronicos (Eustis e
El-Sayed 2006; Liu et al. 2007; Toma e Bonifacio 2015). Como pode ser visto na Figura
3 as GNPs de 10 nm mostraram uma coloracdo vermelha devido as transicfes entre
as bandas que acomodam a superficie de elétrons (Toma e Bonifacio 2015). Esta
coloracdo é caracteristica das GNPs com tamanho na faixa de 2 a 10nm (Toma e
Bonifacio 2015). As GNPs de 20 e 30 nm apresentaram coloracdo roxa e roxa-
caramelo, respectivamente. A coloragdo das maiores GNPs muda devido ao aumento
da densidade dos estados eletronicos e a consequente diminuicdo da energia de
transicdo entre as bandas, atingindo assim uma cor proxima ao violeta (Toma e
Bonifacio 2015). De uma forma geral, 0 maximo de absorcao no espectro UV-Vis das
solucdes coloidais esta relacionado ao tamanho, distribuicdo e concentracdo média
das particulas. A largura da banda de absorcdo esta relacionada a dispersdo das
particulas. Pode-se notar pela figura 4 e tabela 1 que o maximo de absorcao
amostrado foi de 522, 526 e 569 nm, o que caracteriza GNPs com tamanho
aproximado de 10 (He et al., 2005), 20 e 30 (Shilo et al., 2015), respetivamente.

Os resultados demonstraram que a concentracdo do agente redutor tem
também influéncia direta no tamanho e na morfologia dos nanomateriais (Zhang et al.
2010). Como observado a partir das imagens de MET da figura 4, o aumento do
tamanho das GNPs alterou a morfologia do material. GNPs de 30nm apresentaram
uma morfologia menos esférica, quando comparado com as GNPs de 10nm e 20nm.
Andlises de DLS mostrado na tabela 1 validou os dados apresentados pelo MET. O
maior tamanho das GNPs apresentado pelas andlises de DLS esta relacionado a
presenca do citrato nas superficies das GNPs (Li et al. 2018).

Um fato interessante € que as GNPs esféricas ndo séo consideradas
citotoxicas. Por exemplo, quando usadas em linhagem celular de leucemia humana
(K562) e quando apresentadas em tamanhos de 4, 12 e 18 nm e incubadas por 3 dias,
com concentracao até 150 uM nao apresentaram nenhuma toxidade (Connor et al.,
2005). Desta forma, baseado somente na literatura era esperado que as GNPs de 30

nm por serem as menos esféricas fossem as mais citotéxicas em todas as células
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utilizadas, fato que nédo foi comprovado no nosso estudo reforcando assim nossa
hipotese.

Outro importante parametro para ser avaliado quando se deseja aplicar um
novo material na area médica € a andlise de superficie de carga/potencial zeta. Como
observado na Tabela 1, todas as GNPs sintetizadas apresentaram uma superficie de
carga negativa. A carga negativa das GNPs esta relacionada com a utilizacdo do
citrato que deixou um grupo carboxila nas superficies da GNPs, confirmado pela
andlise de FTIR mostrada na figura 5. Conforme observado na Tabela 1, a carga das
GNPs foi mais negativa para as GNPs de 10 nm devido a maior concentracdo de
carboxila na superficie, seguida pelas GNPs de 20 nm e 30 nm. A alta carga negativa
apresentada pelas GNPs, garante uma excelente estabilidade coloidal (Ghosh et al.
2008; Wang et al. 2016; Mohammad 2019). Em adicéo, a estabilidade das GNPs foi
confirmada por andlises de UV-Vis e potencial zeta. Apdos 30 dias, ndo foram
observadas quaisquer alteracdes nas propriedades fisico-quimicas das solucdes de
GNPs, ou seja, ndo houve qualquer alteracdo no pico de absor¢do maximo e nas
superficies de carga das diferentes GNPs sintetizadas.

A partir das andlises de FTIR pode se verificar a formacéo das GNPs. A Figura
4a mostra as bandas caracteristicas das diferentes GNPs em 1395 e 1586 cm™, na
qual correspondem ao alongamento simétrico e assimétrico de COO~ (Nghiem et al.
2010; Mohan et al. 2013; Park e Shumaker-Parry 2014; dos Santos Haupenthal et al.
2020). Esses resultados confirmam a interacéo entre o grupo carboxila proveniente do
citrato com as GNPs. Os espectros de DRX na figura 5B mostraram claramente a
cristalinidade das diferentes GNPs com aparecimento de picos caracteristicos (20) em
37,7 (111), pico em 44,4 (200), pico em 63,8 (311) (Cardoso et al. 2014; Baskar et al.
2018). As andlises de FTIR e DRX entédo confirmaram a formacéao e pureza das GNPs.

Desta forma, apés a caracterizacdo da morfologia, tamanho e pureza dos trés
tamanho de GNPs sintetizados, bem como o conhecimento das suas propriedades
fisico-quimica, as GNPs de 10nm, 20 nm e 30 nm foram expostas em diferentes
linhagens celulares para avaliacdo dos seus efeitos citotoxicos.

Primeiramente avaliou a biocompatibilidade das nanoparticulas em Eritrocitos
humanos saudaveis. Os eritrécitos foram tratados com GNPs de 10 nm, 20 nm e 30
nm usando diferentes concentra¢gdes, conforme mostrado na figura 6. De acordo com
o critério do Método de Teste Padrao para Analise de Propriedades Hemoliticas de

Nanoparticulas (E2524-08), a porcentagem de hemodlise > 5% indica que o material
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testado ndo apresenta hemocompatibilidade, ou seja, € considerado um material
hemolitico.

O ensaio de hemdlise mostrou que todas as GNPs causaram danos hemolitico
guando expostos aos eritrocitos humanos nas concentragdes de 28 e 35 ug/mL. Nas
concentracdes de 15 e 20 pg/mL, as GNPs de 10 nm e 30 nm apresentaram taxa de
hemolise > 5%, indicando que estas GNPs apresentaram danos aos eritrocitos. Em
contraste, as GNPs de 20 nm ndo causaram qualquer dano aos eritrécitos humanos
nestas mesmas concentragdes (15 e 20 pg/mL), apresentando uma taxa de hemdlise
< 5%. Nenhuma das GNPs testadas causou danos aos eritrocitos humanos nas
concentragdes de 5 e 10 ug/mL. Esses resultados sugerem que as GNPs de tamanho
de 20 nm apresentam uma maior hemocompatibilidade quando comparado com as
GNPs de 10 e 30 nm, mas reforcando nossa hipétese a concentracdo usada tem que
ser levada em concentracdo. Em concentracfes mais elevada, as GNPs de tamanho
de 20 nm passaram a ser considerada como as que que tinham propriedade de maior
hemocompatibilidade para que apresentam menor hemocompatibilidade quando
comparada as GNPs de 10 e 30 nm.

Assim, nossos resultados mostraram que a atividade hemolitica foi
dependente da concentracdo e do tamanho/morfologia das GNPs. Resultados
semelhantes foram apresentados por He et al. 2018 que também viu uma boa
hemocompatibilidade nas GNPs de tamanho de 20 nm em baixas concentrac¢des. Por
outro lado, alguns estudos tém demonstrado que o0 uso de altas concentragbes de
GNPs pode ocasionar em um acumulo nos tecidos desencadeando assim um efeito
toxico aos eritrécitos (Lasagna-Reeves et al. 2010; Ferreira et al. 2015; Lopez-Chaves
et al. 2018).

Esses resultados foram validados com o0s ensaios de citotoxicidade em
células ndo cancerigenas de fibroblasto (NIH 3T3). Neste estudo as GNPs de tamanho
de 20 nm ndo apresentaram qualquer efeito citotoxico sob as células NIH 3T3. Em
contrapartida, as GNPs de tamanho de 30 nm foram as mais citotOxicas para 0s
fibroblastos. Estes resultados foram similares ao mostrados nos ensaios de hemalise,
onde as GNPs de tamanho de 30nm também foram as que desencadearam um maior
dano aos eritrécitos humanos. Como comentado anteriormente, a maior citotoxicidade
pode estar relacionada com o acumulo das nanoparticulas nas células (Xiao-Dong
Zhang et al, 2011). Kim et al. 2012, observaram que diferentes estados do ciclo celular

podem afetar a taxa de internalizacdo da GNPs. De acordo com Coradeghini et al.
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(2013), o tamanho e a quantidade de GNPs internalizados séo fatores criticos para a
determinacao da citotoxicidade das GNPs. Com isso, pode-se supor que as GNPs de
tamanho de 30nm apresentou uma maior afinidade as células de fibroblasto e aos
eritrocitos humanos, ocasionando assim um maior efeito toxico sob as células ndo
tumorais.

Reforcando mais uma vez nossa hipotese que a linhagem celular deve ser
levada em consideragdo junto com a concentracdo e outros fatores ja citados, 0s
testes de compatibilidades em duas células ndo cancerigenas mostraram que as
GNPs de tamanho 30 nm comportaram de forma diferente dependendo da linhagem
celular em que foram expostas. Enquanto para os fibroblastos as GNPs de tamanho
30 nm na maior concentragéo (35 ug/mL) foram as que tiveram maior citotoxicidade,
nos eritrécitos, na mesma concentragdo, este foi o tamanho que apresentou menor
hemotoxicidade quando comparado coma s GNPs de tamanho 10 e 20 nm. De toda
forma, dentro do limite do nosso experimento, de termos testado em apenas dois tipos
de célula ndo cancerigenas, podemos supor que as nanoparticulas de tamanho 20
nm s&o as mais biocompativeis.

Em relacéo as células tumorais, as analises de citotoxicidade realizadas em
células HelLa (Figura 8), mostrou que as GNPs de tamanho de 20 e 30 nm
apresentaram um maior efeito citotoxico quando comparado com as GNPs de
tamanho de 10nm. Em adi¢do, ambas as GNPs (20 nm e 30 nm) ndo apresentaram
citotoxicidade de maneira dependente da concentracdo. Em contraste, as GNPs de
tamanho de 10 nm diminuiram a viabilidade das células HelLa de uma forma
dependente da concentracdo, quanto maior a concentracdo de GNPs menor a
viabilidade, ndo apresentando citotoxidade nas menores concentragdes (2,2 e 4,4
pg/mL).

Da mesma forma, a citotoxicidade das GNPs também foi avaliada em células
tumorais do tipo melanoma B16F10. Desta vez, nas células B16F10 (Figura 9), as
GNPs de tamanho de 10 e 30 nm apresentaram maior efeito citotoxico do que as
GNPs de tamanho 20 nm, principalmente para as concentracoes de 2,2 a 8,75 ug/mL.
As GNPs de tamanho de 20 nm ndo foram muito citotoxicas, apresentando nenhuma
citotoxicade na concentracao de 2,2 ug/mL e muito baixa citotoxidade nas demais
concentracdes. Nos trés tamanho de GNPs a viabilidade das células B16F10 nao foi
de maneira dependente da concentragéo.

O interessante destes resultados € que para as células de cancer cervical de
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HelLa, as GNPs que tiveram menor atividade citotoxicas foram as de tamanho de 10
nm, por outro lado para células de cancer do tipo melanoma B16F10, as GNPs de
tamanho de 10 nm foram as que apresentaram maior atividade citotoxicas, mais uma
vez reforcando nossa hipotese que em tipos celulares diferentes as GNPs terdo
atividades diferente.

Como pode ser visto na Figura 8, as células B16F10 mostraram uma maior
resisténcia ao tratamento com GNPs, quando comparado com as células HelLa. Para
células B16F10, a IC50 das GNPs de 10 nm, 20 nm e 30nm foi estimado em > 70
Mg/mL Em contraste, as células HelLa apresentaram valores de IC50 de 35 pg/mL (10
nm), 2,2 ug/mL (20 nm) e 4,4 ug/mL (30 nm). Chueh et al. 2014 demonstraram que as
diferentes linhagens celulares sé@o diferencialmente sensiveis aos efeitos citotoxicos
das GNPs. Conforme comentado anteriormente, a quantidade de GNPs internalizadas
€ um fator critico na determina¢édo da sua citotoxicidade. Portanto, podemos sugerir
gue a quantidade de GNPs internalizadas foi maior nas células HeLa. As propriedades
fisico-quimicas das GNPs também sdo um fator limitante para seu efeito citotdxico,
(Pan et al. 2007; Cardoso Avila et al. 2017). Estudos tém demonstrado que diferentes
modificadores de superficie, como citrato, cisteina, glicose, biotina e brometo de
cetiltrimetilaménio, tém uma influéncia direta na captacdo celular, mecanismos de
trafego, bem como na citotoxicidade de nanomateriais (Goodman et al. 2004; Connor
et al. 2005; Murphy et al. 2008; Behzadi et al. 2017). Xiao-Dong Zhang et al. 2011
mostrou que a toxicidade das GNPs revestidas com PEG é complexa. Neste estudo,
0s autores mostraram que a toxicidade das GNPs de 10 nm e 60 nm foi maior do que
os de 5 nm e 30 nm. Os autores concluem que a toxicidade das GNPs ndo depende
do tamanho. Kumar et al. 2017 mostrou que o tamanho da GNPs tem influéncia direta
no seu comportamento no sistema biolégico. Outros estudos tém demostrado que
GNPs com menores tamanhos sdo mais susceptiveis a induzir necrose e GNPs com
morfologias esféricas ou hexagonais sdo mais susceptiveis a induzir apoptose (Zhao
et al. 2006; Mehrnia etal. 2017; Sun et al. 2018). Como observado neste estudo, GNPs
de 20nm apresentou uma melhor resposta citotdéxica, quando comparado com as
outras GNPs. O menor efeito citotoxico sob as células ndo tumorais e a 6tima
interacdo com as células HelLa estdo diretamente relacionado com as suas
propriedades fisico-quimica e também o tipo de célula deve ser considerado um fator
importante nos estudos de citotoxicidade (Pan et al. 2007, 2012; Cai 2008;
Coradeghini et al. 2013; Liu et al. 2013; Wozniak et al. 2017; Chugh et al. 2018; Singh
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et al. 2018; Pourshohod et al. 2019).

Por tudo que foi relatado e por que ja vem sendo descrito na literatura que
as GNPs possuem um grande potencial para ser utilizado no tratamento, diagndstico
e monitoramento do cancer (Wang; Thanou, 2010; Bhowmik et al., 2017; Martinelli et
al., 2019), nosso trabalho mostrou que além de tamanho, concentracdo, morfologia
que ja estdo bem descrito na literatura, o tipo celular deva também ser levada em
conta e que as GNPs possuem biocompatibilidade diferentes dependendo do tipo de
células que sao expostas. Por fim, por ndo serem as mais biocompativeis em células
normais e as mais citotoxicas em células cancerigenas, as GNPs de tamanho de 20
nm apresentam como as mais promissoras para um possivel tratamento para o

cancer cervical e de melanoma.
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6. CONCLUSAO

Nanoparticulas de ouro (GNPs) com diferentes tamanhos (10 nm, 20 nm e 30
nm) foram sintetizadas com sucesso usando o método de Turkevich com propriedades
fisico-quimica satisfatérias, conforme mostrado pelas imagens TEM e analises
espectrométricas. Os resultados mostraram maior biocompatibilidade das GNPs de
20 nm para eritrocitos humanos e fibroblastos. Em contraste, as GNPs de 30 nm se
mostraram mais citotoxicas para as células ndo tumorais. Os ensaios de citotoxicidade
mostraram que as células B16F10 foram mais resistentes ao tratamento com GNPs,
guando comparado com as células HeLa. As GNPs de 20 nm apresentaram melhor
atividade terapéutica antitumoral devido & sua menor citotoxicidade aos eritrécitos
humanos e células nao tumorais. A partir destes estudos nés concluimos que as GNPs
de 20 nm podem ser uma excelente alternativa para o tratamento do cancer de colo
uterino, na qual estas podem ser administradas com seguranc¢a na corrente sanguinea
com minimos efeitos toxicos quando em contato com células ndo tumorais. Em adicéo,
nossos resultados sugerem que além das propriedades fisico-quimicas dos
nanomateriais, o tipo de célula também deve ser considerado um fator importante nos
estudos de citotoxicidade. Para confirmar nossas hip6teses, sugerimos como
trabalhos futuros, ensaios de captacéo celular, avaliacdo do mecanismo de morte e

avaliacdo de outros parametros bioquimicos, bem como estudos in vivo.
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