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RESUMO

As neoplasias malignas representam um grupo de mais de 100 doengas diferentes
que apresentam como caracteristica, a diferenciacdo genética do tecido de origem,
levando ao crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos
normais. Embora tenham ocorrido avangos significativos dessas modalidades
tradicionais terapéuticas, as neoplasias malignas representam ainda um grande
desafio, considerando, especialmente os subtipos de maior agressividade e letalidade.
Entre os tumores mais agressivos encontramos o Glioblastoma Multiforme, com
mortalidade de cerca de 95% e sobrevida mediana de 15 meses. A Temozolomida é
0 quimioterapico até o momento testado e aprovado com melhor resposta neste
subtipo tumoral. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a potencializagdo desta
modalidade terapéutica associada as nanoparticulas de ouro quando irradiadas com
radioterapia e tomografia. Para tanto a Temozolomida foi caracterizada quimicamente,
realizada a sintetizacdo de nanoparticulas de ouro e, posteriormente foi testada a
citotoxidade isolada do quimioterapico e dos conjuntos da Temozolomida com as
nanoparticulas de ouro em diferentes concentragdes e, por fim foi avaliado a
potencializacdo dos efeitos citotoxicos em placas irradiadas em aparelho de
tomografia e radioterapia. Os resultados demonstram que houve um efeito citotoxico
quando as nanoparticulas de ouro foram utilizadas isoladamente e em conjunto com
a Temozolomida e irradiadas com aparelho de tomografia e as nanoparticulas de ouro
potencializaram significativamente o efeito citotoxico da radioterapia quando
associado a Temozolomida. Conclui-se, portanto que as nanoparticulas de ouro
potencializam o efeito da Temozolomida no tratamento de células de GBM, tanto
quando irradiado com tomografia, quanto com radioterapia, com grande potencial para
uso terapéutico em associagdo com as terapias tradicionais.

Palavras-chave: Glioblastoma. Nanoparticulas de ouro. Temozolomida.

Radioterapia etomografia.



IN VITRO EVALUATION OF GOLD NANOPARTICLES IN GBM CELLS
IRRADIATED IN TOMOGRAPHY AND RADIOTHERAPY DEVICES

ABSTRACT

Malignant neoplasms represent a group of more than 100 different diseases that
feature, as a characteristic, the genetic differentiation of the original tissue, leading to
the disordered growth of cells, which invade normal tissues and organs. Although there
have been significant advances in these traditional therapeutic modalities, malignant
neoplasms still represent a major challenge, considering, especially the subtypes of
greater aggressiveness and lethality. Among the most aggressive tumors we find
Glioblastoma Multiforme, with a mortality rate of about 95% and median survival of 15
months. Temozolomide is the chemotherapeutic drug so far tested and approved with
the highest response in this tumor subtype. The objective of this work was to evaluate
the potentialization of this therapeutic modality with gold nanoparticles when irradiated
with radiotherapy and tomography. For this purpose, Temozolomide was chemically
characterized, synthesis of gold nanoparticles was performed and, later, the isolated
cytotoxicity of the chemotherapeutic agent and the Temozolomide sets was tested with
gold nanoparticles in different concentrations and, finally, the potentialization of
cytotoxic effects in different concentrations was evaluated. plates irradiated in
tomography and radiotherapy equipment. The results demonstrate that there was a
cytotoxic effect when gold nanoparticles were used alone and in conjunction with
Temozolomide and irradiated with a tomography device and gold nanoparticles
significantly potentiated the cytotoxic effect of radiotherapy when associated with
Temozolomide. It is concluded, therefore, that gold nanoparticles potentiate the effect
of Temozolomide in the treatment of GBM cells, both when irradiated with tomography
and with radiotherapy, with great potential for therapeutic use in association with
traditional therapies.

Keywords: Glioblastoma. Gold nanoparticles. Temozolomide. Radiotherapy and
tomography.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias malignas representam um grupo de mais de 100 doengas
diferentes que apresentam como caracteristica a diferenciagdo genética do tecido de
origem, levando ao crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e
orgaos normais. O cancer ou neoplasia maligna € diferenciado pela localizagcado da
célula de origem, caracteristicas genéticas e anatomo-patolégicas, grau de
diferenciagao celular e potencial de invasao e disseminagao celular. O tratamento
habitual dessas doencas é classificado em localizado e sistémico. O localizado ocorre
por meio de cirurgia e radioterapia, enquanto o sistémico inclui a quimioterapia e
hormonioterapia (POUCHIE et al., 2018).

Embora tenham ocorridos avangos significativos dessas modalidades
tradicionais terapéuticas, as neoplasias malignas representam ainda um grande
desafio, considerando, especialmente os subtipos de maior agressividade e letalidade,
correspondendo em ultima analise na segunda maior causa de morte mundial, apenas
superada pelas doengas cardiovasculares. (OSTROM et al, 2018; PEREZ-
HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015; TORRE et al., 2015).

A alta mortalidade decorre, nestes subtipos tumorais, de suas caracteristicas
e, especialmente, das limitagdes dos tratamentos tradicionais que consistem em
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. As associagdes das terapias tém como intuito
reduzir essas limitagdes, diminuir os efeitos colaterais e aumentar a efetividade de
bons resultados, porém existe uma linha ténue entre a morte tumoral e a morte do
hospedeiro ou portador do tumor, o que € dependente das escolhas de associagdes
dos tratamentos (OMURO; DEANGELIS, 2013).

No Brasil, a incidéncia de casos de neoplasias malignas estimados para o ano
de 2020, excetuando os tumores de pele ndo melanoma é de 448.440, destacam-se
os subtipos relacionados a pulm&o, mama, prostata e colorretal. Apesar de nao estar
entre os tumores mais incidentes, os tumores de Sistema Nervoso Central (SNC)
destacam-se pela sua letalidade, sendo que os subtipos provenientes de células do
pulmao e SNC correspondem a cerca de 80% dos casos de morte por neoplasia, isso
independente de esforgcos relacionados a acessibilidade de tratamentos e/ou das
tecnologias disponiveis na medicina tradicional (INCA, 2019; OHGAKI et al, 2009). Os

dados estatisticos indicam 5.870 novos casos de cancer do SNC em homens e 5.220
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em mulheres, para cada ano do triénio 2020-2022. Esse valor corresponde a um risco

estimado de 5,61 casos novos a cada 100 mil homens e de 4,85 casos novos a cada

100 mil mulheres (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2019.

Homens g Mulheres

<«
&«

Localizagao primaria  Casos (%) § Localizagao primaria  Casos (%)
<<

Prostata 65.840 29,2 ¢ Mama 66.280 29,7
<«

Codlon e Reto 20.520 9,1 é Codlon e Reto 20.470 9,2
<«

Traqueia, Brénquio e <§

17.760 7,9 & Colo uterino 16.590 7.4

Pulmao &
&
%2 Traqueia, Bronquio e

Estdmago 13.360 59 ¢ . 12.440 5,6
% Pulmao
§<

Cavidade oral 11.180 5,0 § Glandula tireoide 11.950 5.4
<

Eséfago 8690 39 § Estémago 7.870 35
<

Bexiga 7500 34 & Ovario 6.650 3,0
<«
<

Linfoma ndo-hodgkin ~ 6.580 2,9 < Corpo do Gtero 6.540 2,9
&
<

Laringe 6470 29 ¢ Linfoma ndo-hodgkin  5.450 2,4
<«
<

Leucemia 5920 26 $SNC 5220 2,3

Fonte: Adaptada do INCA, 2019

O cancer do SNC em homens ocupa a sétima posigao nas Regides Norte

(3,20/100 mil) e Centro-Oeste (6,05/100 mil). Na Regido Sul, ocupa a oitava posi¢ao

(8,63/100 mil); a nona posi¢ao na Regido Nordeste (4,72/100 mil); e a décima segunda

posicdo na Regido Sudeste (5,59/100 mil). Para as mulheres, € o sétimo mais
frequente na Regido Sul (7,64/100 mil); oitavo na Regido Norte (3,03/100 mil);

corresponde a nona posigdo nas Regides Centro-Oeste (4,95/100 mil) e Nordeste

(4,21/100 mil), e ocupa a décima primeira posi¢do na Regido Sudeste (4,69/100

mil)(INCA, 2019). Para ambos os sexos foi desconsiderado os tumores de pele nao

melanoma.
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Os tumores de SNC constituem um grupo bastante heterogéneo de neoplasias,
com tratamentos tdo diversos quanto seu grupo, como os portadores de
AstrocitomasPilociticos que podem ser tratados apenas com cirurgia e serem curados.
Enquanto os portadores de glioblastomas multiformes (GBM), na maioria dos casos,
resultam em insucesso, sendo que os pacientes diagnosticados com este subtipo tém
sobrevida média de 12 a 15 meses, mesmo combinando varias modalidades
terapéuticas. Dentre os fatores de pior progndstico esta a superexpressao do receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR), membrofamilia de receptoresde
proteinas tirosina-quinases transmembranosas(HER) que ligam o fator de
crescimento epidérmico (EGF), exibindo papel crucial na patogénese deste tumor.
(GUOQO et al, 2017).

O tratamento tradicional para o GBM inclui cirurgia, com maxima ressec¢ao
possivel, seguida de radioterapia adjuvante a quimioterapia. Dentre os medicamentos,
a Temozolomida (TMZ) mostrou o melhor resultado para GBM, com perfil aceitavel de
seguranca e moderada melhora da qualidade de vida em pacientes. Assim, diversos
estudos estdo em andamento na busca de novas terapias que possam melhorar os

resultados dos tratamentos utilizados até o momento.

Dentre as novas técnicas empregadas no combate ao cancer, a Nanomedicina
mostra-se promissora. A utilizacdo de nanoparticulas metalicas, tanto para
diagndstico, como para terapia e até na combinagdo simultdnea de tratamento e
diagndstico (modalidade terandstica), que é uma das possibilidadesascendente em
novos estudos, que incluem desenvolvimento de marcadores tumorais para
diagndstico precoce, engenharia de sondas carreadoras de medicamentos e
marcadores tumorais especificos, uso terandsticocom hipertermia e terapia

fotodinamica, e como potencializadoras do efeito da radioterapia.

Estas nanoparticulas podem ser associadas a diversos quimioterapicos na
busca de melhores resultados nos tratamentos oncologicos, podendo ser utilizadas
na terapia alvo, diminuindo a toxicidade em tecidos normais, aumentando a meia vida
do medicamento, protegendo o farmaco da degradagdo, depuragdo renal e no
aumento da solubilidade, propiciando a possibilidade de reducdo de doses e,
consequentemente, menores efeitos colaterais (PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-
MEDARDE, 2015).
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Neste contexto, a acdo da TMZ associada a nanoparticulas de ouro (AuNPs)
na presencga e auséncia de irradiagao ionizante foi avaliada nesta dissertagao, pois
estas associacdes representam uma possibilidade promissora de potencializagado do

tratamento atual.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é avaliar a viabilidade celular in vitrode células de
Glioblastoma Multiforme linhagem MO059J na presenga de Temozolomida e/ou

Nanoparticulas de ouro, sem e com irradiagao.

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar o quimioterapico Temozolomida pelas Espectroscopias UV-
visivel e no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), demonstrando suas

bandas de absorcao para avaliar possibilidades terapéuticas posteriores.

b) Sintetizar nanoparticulas de ouro e realizar a caracterizagcdo das mesmas

por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Espectroscopia UV-visivel.

c) Avaliar, in vitro, a eficiéncia do quimioterapico Temozolomida associado a
AuNPs em células de GBM linhagem M059J, visando testar a hipotese do efeito
sinérgico do tratamento combinado (TMZ + AuNPs) e comparar com a agao isolada
do TMZ.

d) Avaliar o efeito, in vitro, das AuNPs associadas a Temozolomida em células
cerebrais de GBM linhagem M059J, apds irradiagcdo com tomografia, visando testar a

hipétese de efeito terandstico.

e) Avaliar o efeito, in vitro, das AuNPs associadas a Temozolomida em células
cerebrais de GBM linhagem M059J, apds irradiagdo com radioterapia, visando testar

a hipoétese de potencializacao do efeito da radioterapia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera apresentado o estado da arte em formato de revisdo dos
principais temas abordados nesta dissertagdo, que geraram a estrutura conceitual,

sobre a importancia de desenvolver uma nova alternativa para o tratamento do GBM.

3.1 Neoplasias Malignas de Sistema Nervoso Central

Os Gliomas sao graduados de | a IV pelo subtipo celular, diferenciagao celular
e organizagao tecidual. A classificagao histopatologica feita pela OMS (Organizagéo
Mundial da Saude), apés 2016, passou a incluir marcadores genéticos, que tornaram
a classificagdo mais fidedigna e auxiliar na decisdo de tratamento dos neuro-
oncologistas, baseado no progndstico e resposta do subtipo de glioma. Essa
classificagdo permite inferir alteragbes na resposta da Temozolomida e este
conhecimento devera ser necessario na busca de terapias alvo com este

quimioterapico.

O tumor de grau | corresponde ao glioma néo infiltrativo e sem mutagédo no
gene responsavel pela produgao da enzima IDH (Isocitrato desidrogenase); os graus
[l e lll incluem o Oligodendroglioma e Astrocitomas, sendo que esses tumores podem
apresentar mutacdes que acarretem producdo aberrante das enzimas IDH1 e/ou
IDHZ2; os tumores grau IV apresentam mutagao do gene relacionado a IDH, associado
a metilagdo do promotor MGMT (O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase),
respondem melhor a agentes alquilantes, como a TMZ, sendo o caso de grande parte
dos GBM (YAN et al, 2009; AUTON et al, 2015).

Existe uma tendéncia de maior incidéncia em regides mais desenvolvidas e em
individuos caucasianos, comparando com africanos e asiaticos. As vias genéticas de
desenvolvimento do GBM podem ser de origem primaria, sendo esse
desenvolvimento originario de um glioblastoma primario ou secundario, que ocorre a
partir de um astrocitomaanaplasico, subtipos estes decorrentes de acumulo de
diferentes alteragdes genéticas. O GBM primario apresenta como caracteristica a
perda da heterozigosidade do cromossomo 10q (70%), assim como outras alteragdes

genéticas como amplificagdo do gene EGFR (36%), mutagdes do gene TP53 (28%),
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delecdo do p16INK4 (31%) e mutagdes do gene PTEN (25%). A perda da heterozigose
10qg e mutacdo do gene TP53 sdo alteragbes genéticas encontradas na via de
desenvolvimento do GBM secundario em 63 a 65% dos casos (OHGAKI et al, 2009).

Outras mutagdes como no gene da sindrome da talassemia alfa ligado/retardo
mental ligado ao X (ATRX) podem ser encontradas em Gliomas I, Ill e glioblastomas.
Em  portadores de oligodendrogliomas encontramos  mutagdes na
TelomeraseTranscriptase Reversa (TERT), estando relacionadas a mutagcédo do IDH
e amplificacdo do EGFR. Mutagdes na TERT, presentes em gliomas de alto grau,
representam pior prognostico com menor sobrevida. (ARITA et al, 2013). Mutagbes
H3K27M sao encontradas em gliomas difusos, tanto em adultos como em criangas e,
quando na linha média, sédo classificados como grau IV. Mutagdes no IDH estédo
associadas a expressdo da O6-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGTM), enzima
reparadora de DNA e, quando presentes, representa maior resisténcia a drogas
alquilantes como a TMZ. A metilagdo do promotor MGTM esta associada ao melhor
prognostico e tumores com mutagdes H3K27M (histona presente em tumores difusos)
apresentam menor indice de metilacido do promotor MGTM e estdo associados a pior
prognostico (STURM et al., 2012).

Os glioblastomas de alto grau correspondem a cerca de 50% dos tumores de
SNC e sua sobrevida em 5 anos varia de 1 a 19% (dependendo da idade do paciente).
Frequentemente, esses tumores sao infiltrativos e difusos, ultrapassando a linha
meédia. Entre os sinais e sintomas deste grupo encontram-se o edema cerebral pelo
efeito de massa, tonturas, dores de cabecga, endocrinopatias, fadiga, transtornos
psiquiatricos e tromboembolismo venoso. A Ressonéancia Magnética na janela T2 € o
melhor método diagndstico atualmente, mas os limites tumorais podem ser de dificil
distincdo pelo edema peritumoral decorrente do efeito de massa e da alteracéo da
funcao e permeabilidade da barreira hematoencefalica (NCCN, 2019; OSTROM et al.,
2017).

O tratamento tradicional do GBM é baseado em cirurgia e radioterapia. O
objetivo cirurgico se baseia na maxima ressecg¢ao possivel, sendo que a decisdo da
extensdo da ressecgcao se baseia em critérios como a idade e o estado geral do
paciente (“‘Performance Status” — PS), além da proximidade com areas nobres
cerebrais, viabilidade de redugdo do efeito de massa com ressecgao radical,

ressecabilidade tumoral dependente do numero de lesbes e localizagdo tumoral,
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assim como o tempo desde a ultima cirurgia, em pacientes com recidiva tumoral. As
possibilidades cirurgicas sao bidpsia fechada, bidpsia aberta, ressecgédo parcial e
ressecgao total. Para avaliacdo da ressecabilidade e das margens cirurgicas
recomenda-se a avaliagdo pos-operatoria da pega por um experiente neuropatologista

e ressonancia magneética apds 48 a 72 horas da resseccgao. (SAWAYA et al, 1998).

As limitagdes, no caso da cirurgia, decorrem da dificuldade de ressecgéo
tumoral com margens seguras pelas caracteristicas tumorais infiltrativas, o que
aumenta muito as chances de recidiva local e, devido sua localizagdo em um érgéo
vital, o cérebro, nem sempre € possivel realizar a ressec¢ao tumoral sem acarretar a
morte ou sequelas graves e irreversiveis no portador. No caso da radioterapia, as
limitacbes decorrem da dificuldade de identificacdo tumoral, o que dificulta a definicdo
de margem de tratamento e também aumenta muito as chances de recidiva local, ja
que nao foi feita a esterilizagdo do leito tumoral de maneira adequada, além da
limitagdo de dose ideal para o proprio cérebro que, caso seja ultrapassada, pode
acarretar morte ou sequelas graves e irreversiveis no portador. Com relacéo a
quimioterapia, a natureza citogenética heterogenia do GBM dificulta a producdo de
uma terapia alvo e a presenga da barreira hematoencefalica limita os possiveis

agentes para o combate deste subtipo tumoral (OSTROM et al, 2017).

Para alcancar melhores resultados tém-se buscado a associagao de terapias
tradicionais com novas tecnologias, que permitam aumento de seletividade e
especificidade celular, resultando em melhor controle tumoral, sendo denominada
esta modalidade de tratamento como terapia alvo. No GBM receptores de crescimento
como o EGFR, o PDGFRA (Fator de crescimento derivado de plaquetas) estédo
aumentados e diversos inibidores destes fatores estdo em estudo (GUO et al, 2015).
Ainda nessa linha encontramos estudos com novos produtos que buscam a
inibigdodas vias de angiogénese, necessaria para o crescimento tumoral,como o
inibidor do VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular). Contudo até o momento,
0 unico aprovado pela agéncia norte americana“FoodandDrugAdministration” (FDA) é
o Bevacizumab queapesar da aprovacao apresenta taxa de resposta de até 15%, com
nenhum aumento de sobrevida (FORMICOLA et al, 2019; MENGNAN et al, 2020).

A quimioterapia baseada em agentes alquilantes tém se mostrado, até o
momento, a melhor opgéo no tratamento de portadores de GBM, quando adjuvante a

cirurgia e a radioterapia. O farmaco TMZ é um quimioterapico de uso oral, alquilante
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que, apos absorvido, € metabolizado espontaneamente por hidrolise em MTIC
(Monometiltriazenoimdazolcarboxamida), AIC (5-amino-imidazol-4-carbozamida) e
metil-hidrazina. Esses metabdlitos atuam na alquilagdo ou metilagdo do DNA (acido
desoxirribonucleico) nas posi¢des N-7 e O-6 da guanina, danificando o DNA, o que
acarreta morte das células tumorais (TEMODAR LABEL, 2011).

Contudo, oTMZ também apresenta suas limitagbes. Em primeiro lugar,
apresenta uma agao nao direcionada, assim a alquilacdo do DNA ocorre ndo sé nas
células do GBM, como também nas células tronco do sistema hematopoiético,
resultando em toxicidade hematoldgica, sendo a principal limitagdo de dose deste
quimioterapico. Além disso, o TMZ apresenta rapida hidrélise em condicoes
fisiologicas, o que limita sua agdo no tumor, pois hidrolisa antes de ultrapassar a
barreira hematoencefalica (ORTIZ et al, 2019).

Além das limitagdes citadas, alguns subtipos de GBM apresentam resisténcia
a TMZ relacionada a capacidade de reparagao celular, decorrente da reparacéo do
DNA. Esta capacidade € mediada pela proteina alquiltransferase (AGT) codificada
pelo MGTM. Em alguns tumores existem a inibicdo do MGTM e, consequentemente,
maior resposta a TMZ. (HEGI et al, 2005). Apesar de considerado tratamento de
primeira linha para GBMs, com incremento de sobrevida significantemente maior
quando utilizada, em comparacéo ao tratamento isolado com cirurgia e radioterapia,
ainda encontramos uma mortalidade de cerca 80% dos casos em 5 anos. (INCA,
2019).

A radioterapia com técnica 3D e conformacional parcial do cérebro é
recomendada, desde a década de 70 por demonstrar melhor controle local e ganho
de sobrevida em portadores de gliomas de alto grau (KRISTIANSEN et al, 1981). A
dose recomendada para gliomas de alto grau é de 60Gy, fracionados em 200cGy por
sessao diaria, dividindo o tratamento em duas fases de 46Gy com maior margem e
reforco de dose com 14Gy sempre com fracionamento de 2Gy diario (CABRERA et
al, 2016).

A terapia de protons tem sido utilizada para reduzir toxicidade em longo prazo,

com intuito de preservacgao da fungao cognitiva (ADEBERG et al, 2017).

O planejamento radioterapico se baseia no volume tumoral residual apds

maxima cirurgia possivel, com ou sem o edema (GTV — volume da massa tumoral),
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com margem de doenga subclinica (CTV — volume da massa tumoral acrescido de
margem subclinica) e a margem de erro (PTV — Volume de planejamento
radioterapico), sendo esta a area irradiada (Figura 1). Quando incluso o edema no
GTV inicial, este geralmente € excluido na segunda fase. O volume do boost, ou
reforgo, no geral, inclui o tumor residual e as margens da ressecc¢ao cirurgica (NCCN,
2019).

Figura 1: Representacao do planejamento radioterapico

Fonte: A autora, 2020.

Em pacientes idosos com pior progndstico e limitagdes funcionais, pode-se
utilizar protocolos de hipofracionamento. Roa e colaboradores,em 2015, realizaram
um estudo randomizado com pacientes com mais de 60 anos e KPS (Performance
status) menor que 70, e avaliaram o fracionamento tradicional de 60G em 6 semanas
versus o fracionamento de 40Gy em 3 semanas (ROA et al., 2015), n&do havendo
diferenca de sobrevida nos dois grupos com esses dois regimes de fracionamento.
Posteriormente, outros regimes de fracionamento com 40Gy em 15 fragbes, 34Gy em
10 fragcbes e 25Gy em 5 fragdes foram estudados com resultados semelhantes. E a
comparacao de 40Gy em 15 fragdes e de 25Gy em 5 fragbes n&do mostrou diferenca
significativa na sobrevida nos estudos subsequentes do mesmo grupo utilizado no
estudo (ROA et al, 2015).

O estudo randomizado da Organizagéo europeia de pesquisa e tratamento de
cancer (EORTC 26062-22061/NCICCTG) comparou o TMZ concomitante a

radioterapia com fracionamento tradicional e radioterapia com hipofracionamento
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isolada para pacientes idosos, com baixo KPS, onde o grupo com uso concomitante
de TMZ mostrou melhor sobrevida. Com maior beneficio notado em pacientes com

tumores que apresentem metilacdo do promotor MGTM (STUPP et al., 2009).

Neste contexto, a citotoxidade da quimioterapia e da radioterapia esta
diretamente relacionada a capacidade destas modalidades terapéuticas de causar
danos no DNA das células tumorais. Como resposta aos danos ao DNA, essas células
podem responder com indugéo a apoptose, modulagédo da progresséao do ciclo celular,
tolerancia ao dano e indug¢ao do reparo do DNA. Dependendo dessas respostas, as
células irdo sobreviver, seguir para morte programada ou outras vias de morte celular.
As respostas celulares aos danos que promovem reparo € sobrevivéncia tém um
impacto negativo na eficacia do tratamento e conduzem a resisténcia as terapias
(MADHUSUDAN; HICKSON, 2005).

Desta forma, apesar de todos os avancgos, a mortalidade dos portadores de
GBM ainda é muito alta. A alta letalidade decorre, especialmente, das limitagdes dos
tratamentos tradicionais. A limitagdo do procedimento cirurgico encontra-se no limite
de resseccgao de 6rgaos e tecidos vitais, além da dificuldade na determinacao segura
de margens cirurgicas. A radioterapia, por sua vez, apresenta como limitacdo a dose
de tolerancia dos tecidos normais e a dificuldade na localizagdo exata e microscépica
do tumor, enquanto as terapias sistémicas apresentam como limitacdo a toxicidade
dos tecidos normais e de 6rgéos vitais. A associagao das terapias tem como intuito
reduzir efeitos colaterais e aumentar a efetividade de bons resultados, mas a linha
ténue entre a morte tumoral e a morte do hospedeiro ou portador do tumor € depende
das escolhas de associagdes dos tratamentos, visto que o resultado ideal ainda nao
foi encontrado (NCCN, 2019).

3.2 Temozolomida

Na década de 70, a mitozolomida mostrava-se um promissor quimioterapico
para tumores de SNC. Este farmaco se decompde espontaneamente em um
metabdlito altamente reativo no DNA e apresentava-se eficaz contra um grande painel
de tumores murinos. Contudo, nos estudos in vivo a Mitozolomidase mostrou
extremamente tdxica, especialmente pelo seu efeito trombolitico, o que levou ao

abandono dos estudos com esse quimioterapico.
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No inicio dos anos 80, oquimioterapico TMZ foi sintetizado na Universidade de
Aston, sendo um derivado 3-metilico da Mitozolomida, que se mostrou menos téxico
e com atividade antitumoral semelhante. Sua estrutura molecular € mostrada na
Figura 2(FRIEDMAN; KERBY; CALVERT, 2000).

Nos primeiros estudos, o TMZ demonstrou modesta eficacia clinica, com perfil
aceitavel de segurangca e moderada melhora da qualidade de vida em pacientes com
GBM recorrente. Contudo, nestes pacientes a resisténcia tumoral ao farmaco, ainda

apresentou importante significancia (BRADA, 2001).

Figura 2: Estrutura molecular da Temozolomida

Fonte: Bhat e Ahmad, 2015.

O TMZ ¢é analoga a Dacarbazina (DTIC), conhecido comercialmente, como
Temodal ou Temodar, sua formula molecular € o CsHeNeO2 € sua nomenclatura3-
metil-4-oxoimidazo-[5,1-d]-[1,2,3,5]-tetrazina-8-carboxamida.Trata-se de um agente
quimioterapico oral utilizado no tratamento de tumores agressivos cerebrais e
melanoma metastatico. Estudos de fase trés demonstraram agao superior da TMZ em
relagdo ao DTIC, quanto ao tempo médio de sobrevida livre de progressao e melhora
da qualidade de vida relacionado a reducdo da fadiga e insdnia (HUBBARD;
FIDANZE, 2007). A Tabela 2 apresenta as principais propriedades fisico-quimicas da
TMZ.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas do Temozolomida.

Massa molecular 194,154 g/mol

Foérmula empirica CsHeNsO2
~0,33mg/mL em PBS (pH 7,2)

Nota de Solubilidade ~0,5mg/mL em DMSO & DMF

Parcialmente miscivel em agua

pH de ativacéo Fisiolégico (pH 7,4)

Temperatura de armazenamento 20 - 25°C
Fonte: MSD, 2020.

Este farmaco é rapidamente absorvido e sua biodisponibilidade de 100% ocorre
apos 1 a 2 horas. Em pH fisiolégico, o TMZ é convertido em mono-metil-triazeno-
imidazol-carboxamida (MTIC), conforme apresentado na Figura 3. Isso decorre da
acéo da agua, que abre o anel que libera CO2 e gera o MTIC. O MTIC degrada-se no
cation metildiazénico, que transfere o grupo metil ao DNA e o produto final da

degradagéao, o 5-amino-imidazol-4-carbozamida (AIC) é excretado pelos rins.

A conversao da TMZ em MTIC ocorre em meio aquoso em condicdes
fisiologicas, ndo sendo necessaria nenhuma reagéo enzimatica, ndo necessitando da
metabolizagcdo hepatica, fazendo com que estudos in vitro e in vivo sejam facilmente
reproduziveis. A caracteristica de conversdao do TMZ, in vivo, por hidrolizagdo em
MTIC em diversos locais do corpo e ndo tdo somente no figado, como ocorre no
Dacarbazina, reduz a toxicidade hepatica (FRIEDMAN; KERBY; CALVERT, 2000).
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Figura 3: Conversao do TMZ em MTIC e AIC.

CONH; CONH, 4
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O
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NH2
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Fonte: Adaptada de Friedman, Kerby e Calvert, 2000

O MTIC acarreta citotoxidade decorrente de metilacdo do DNA nas posicoes
N7 da guanina, O3 da adenina e O6 da guanina, o que resulta em inibicdo da
replicagdo do dna e morte da célula neoplasica (FRIEDMAN; KERBY; CALVERT,
2000). O mecanismo citotoxico do TMZ esta relacionado a falha do DNA em encontrar
uma base complementar para a guanina metilada e inibindo a replicagao, ocasionando

a mecanismo de apoptose, conforme exemplificado na Figura 4.
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Figura 4: Representacdo do mecanismo de citotoxicidade da Temozolomida
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Fonte: A autora, 2020.

Temozolomida € recomendada em pacientes com GBM com bom estado geral
(avaliados pela escala WHO-PS). Em estudo de fase trés randomizado do EORTC-
NCIC conduzido por STUPP e colaboradores (2009), 573 pacientes foram
randomizados, um grupo recebeu TMZ e radioterapia pés-operatéria concomitante por
6 semanas, seguido de TMZ adjuvante e um grupo recebeu apenas radioterapia. A
quimiorradiagdo apresentou sobrevida média de 14,6 meses versus 12,1 meses e
sobrevida de 2 anos de, respectivamente, 26,5% e 10,4%, além de sobrevida final de
5 anos de 10% versus 2% quando comparado com a radiagao isolada (STUPP et al.,
2009).

As doses de quimioterapia sdo administradas em ciclos e precisam ser
calculadas com muita precisdo. Alguns quimioterapicos tém a dose calculada por
mg/Kg. Por exemplo, um quimioterapico cujo a dose recomendada no ciclo é de
10 mg/kg, ao ser administrado em uma pessoa de 70Kg, a dose a ser administrada
devera ser de 700mg. No entanto, alguns quimioterapicos, como o TMZ, tém sua dose
calculada pela area da superficie corporea. Neste caso a dose é calculada em mg/m?,
podendo ser calculada por monogramas ou através de calculadoras proprias para este

fim. Sendo o calculo baseado nas féormulas abaixo.

. (Peso(Kg)x4)+7
SC(m%) = Peso (Kg) + 90

ou
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SC = (Peso(Kg)*>378)x (Estatura(cm)®396*)x 0,024265.

A dose de TMZ recomendada no estudo EORTC-NCIC foi de 75 mg/m? diario
concomitante a radioterapia, seguida de ciclos com 150-200 mg/m? por 5 dias a cada
28 dias. Estudos de fase dois com ciclos de 21/28 dias e com 50 mg/m? diarios estéo
em andamento em pacientes com GBM (GILBERT et al, 2013).

3.3 Nanotecnologia

Nanotecnologia foi definida pelo Subcomité Interinstitucional de Ciéncia,
Engenharia e Tecnologia como pesquisa e desenvolvimento de tecnologia nos niveis
atdbmico, molecular ou macromolecular, na faixa de 1-100 nm, no intuito de fornecer
uma compreensao dos fendbmenos e desenvolver materiais, estruturas, dispositivos e

sistemas com novas propriedades e fungdes (TANNER; DEBORAH, 2002).

Em 1959, Richard Feynman, ja teria suscitado a possibilidade de manipular e
controlar atomos e moléculas. Apos cerca de uma década, Norio Taniguchi teria
utilizado pela primeira vez o termo Nanotecnologia. Porém somente apos 1981, com
o desenvolvimento da microscopia, foi possivel visualizar nanomateriais. A maioria
das nanoparticulas, atualmente em uso, tem como origem os metais de transic¢ao,
quando se pode ressaltar a utilizacdo do ouro, prata e platina. Ainda temos
nanocristais de varios compostos como silicio e metais (pontos quanticos)
(LUNDQVIST et al., 2016).

A sintese de nanoparticulas pode ocorrer por duas metodologias, sendo
bottom-up e top-down. No método top-down, a nanoparticula € obtida a partir de
processos de corrosdo ou oxidagdo de materiais em dimensdes microscopicas,
enquanto no bottom-up a formagao ocorre por meio de métodos quimicos para a
construcao das nanoestruturas a partir de atomos e moléculas individuais. Atualmente
os métodos baseados em reagdes quimicas de oxirredugao sdo os mais empregados
levando a formacgao de solugéo de coloides, em geral por via aquosa, se tratando de
um método extremamente versatil e de custo relativamente baixo, quando comparado

a outros métodos de sintese de nanomateriais, o que permite facilitar uma produgao
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em alta escala (OLIVEIRA et al, 2011; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2011;
MARANGONI, 2012).

Essas nanoparticulas exibem novas caracteristicas fisico-quimicas que lhes
conferem propriedades elétricas, térmicas, mecanicas e de imagem unicas, podendo
ser de grande interesse para setores comerciais, médicos e ambiental (DREHER,
2004).

3.4 Nanoparticulas metalicas

No século XIX, as pesquisas no tema de nanotecnologia aumentaram apds a
publicagcdo do trabalho de Michael Faraday, com investigacdo das propriedades
Opticas de filmes finos preparados com nanoparticulas de ouro. Na década de 50 os
estudos foram intensificados, quando Turkevich e colaboradores publicaram um
meétodo de sintese de solugdes coloidais metalicas a partir de reacdes de oxirreducéo,
utilizando citrato de sédio como agente redutor e estabilizante (TURKEVICH; 1951;
TURKEVICH, 1985).

Solugdes coloidais de nanoparticulas metalicas sao interessantes, devido sua
facilidade de preparacédo e modificacdo quimica. As solugdes coloidais de materiais
nobres como ouro e prata apresentam coloracdo caracteristica e muito intensa,
ausente no material original em grande escala. O ouro metalico, por exemplo,
apresenta coloracdo amarelada caracteristica e sua solugdo coloidal apresenta
coloracao avermelhada, quando seu tamanho médio é na faixa de 20 nm e, com o
aumento do tamanho, essa coloracdo tende a alterar para roxo até cinza escuro
(BONIFACIO, 2006). Este fato ocorre decorrente de oscilagdo coletiva de elétrons
livres nas nanoparticulas, induzidos por um campo magnético, também denominado
de Ressonéncia Plasménica de superficie localizada(RPSL) (LINK; BURDA, 1999).

A RPSL é uma propriedade de metais nobres, que se manifesta na regido do
visivel do espectro eletromagnético de 400nm a 700 nm, com singular relagdo de
tamanho das nanoestruturas. Em escala nanométrica o caminho dos elétrons livres
pode exceder o raio das nanoparticulas, dando origem a uma densidade de carga na
sua superficie. Uma forga de compensacao é gerada e da origem a um comprimento

de onda ressonante unico, a banda plasménica de superficie (PEREIRA, 2009).
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As nanoparticulas metalicas sdo muito estudas e aplicadas em medicina, sua
aplicabilidade vai desde o diagnostico a terapéutica. Podem ser utilizadas como
contraste em exames clinicos utilizando raios-X, tomografia e ressonancia magnética,
mas também como agente bactericida, nanocarreador ou terapia fotossensibilizadora
(MELO JUNIOR et al, 2012).

As nanoparticulas se comportam de forma singular, dependendo de diversos
fatores como microambiente que se encontra, potencial de estabilidade, composi¢ao
quimica, grau de agregacao, morfologia e tamanho (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY,
2005). A Figura 5 representa os principais fatores que influenciam no comportamento

das nanoparticulas.

Figura 5: Propriedades das nanoparticulas que influenciam no seu comportamento
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Fonte: Adaptada de Moghimi, Hunter e Murray,, 2005.

3.4.1 Nanoparticulas de Ouro

O uso do ouro coloidal acontece desde a ldade Média. Registros de uso
remetem a fins estéticos, na decoracéo de ceramicas e em curativos, quando em 1618
foi publicado o primeiro livro com foco na utilizagdo do ouro coloidal, pelo médico e
filosofo FrancisciAntonii (DANIEL; ASTRUC, 2004). As solugbes coloidais de ouro
apresentam coloracdo vermelha e a ressonancia plasmoénica varia de 500 a 600 nm

conforme seu tamanho e grau de agregacéo, sendo em média um valor de banda, em
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formato de uma curva de Gauss, centrada 520 nm (PETRYAYEVA; KRULL, 2011;
PISSUWAN et al., 2010).

O ouro € um material inerte, resistente a oxidagao, o que faz com que seu uso
seja interessante na macroescala, mas sua citotoxidade em nanoescala depende de
suas dimensdes (BINDHU; UMADEVI, 2014). As AuNPs permitem a conjugagao com
macromoléculas de interesse, sendo de interesse cientifico e esta propriedade tem
sido muito utilizada. Alexei A Bogdanov Jr e colaboradores, empregaram conjugados
de AuNPs com habilidade para reconhecimento de células cancerosas, com uso de
raio X, o que permitiu diagnostico e também o tratamento do tumor em ratos
(BAPTISTA et al., 2007; BOGDANOV JUNIOR et al, 2015).

A versatilidade das AuNPs e baseada na funcionalizagdo de superficie que
permite a formagdo de compostos nanobiolégicos com oligonucleotideos, anticorpos
e proteinas as tornam singulares. Suas propriedades fisico-quimicas de ressonancia
plasménica de superficie, condutividade e comportamento redox, leva a sinais
detectaveis em imagens, sendo um novo marcador diagndstico. Varios estudos
demonstram sua variabilidade de aplica¢des incluindo conjugacéao de anticorpos (LOO
et al., 2004), entrega de drogas (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005), protecao
contra radiagdo UV (PRABU, 2015), purificacéo de agua (BINDHU; UMADEVI, 2014),

como antimicrobiano (GANESAN et al., 2015), entre outras.

3.5 Glioblastoma Multiforme e a Nanotecnologia

O uso da nanotecnologia como potencial no desenvolvimento de novas drogas
ou terapias tem como objetivo melhorar os resultados de tratamentos convencionais,
com potencial incremento nos resultados dos tratamentos e, consequentemente na
sobrevida dos portadores dessas neoplasias. Assim, na ultima década, muitos
estudos foram realizados com GBM e uso de nanoparticulas. No entanto, até o
momento como discutido anteriormente, nenhuma terapia surtiu efeito para a melhora

da sobrevida dos portadores desse subtipo tumoral (PINEL et al 2019).

Neste contexto, os estudos com nanocarreadoresintranasais estio sendo

realizados a fim de tornar mais direta a biodisponibilidade do TMZ as regides proximas
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ao cérebro, facilitando a travessia pela barreira hematoencefalica (BRUINSMANN et
al, 2019).

Recentemente, Marino e colaboradores (2019) publicaram a producgao e teste
de um nanovetor magnético lipidico. Esse complexo trata-se de lipideos com uma
molécula de biotina revestida de polietilenoglicol na superficie (PEG) com
nanoparticulas de ferro no seu interior e funcionalizadas na superficie com o receptor
de transferrina, visto que o GBM e as células endoteliais da barreira hematoencefalica
apresentam esse receptor em alta quantidade. Apds a formacao da molécula, esta foi
carregada com TMZ e foram realizados testes com campos eletromagnéticos que
demonstraram in vitro a sinergia de agdo com TMZ associado ao nanovetor. O
composto pode ser um promissor biomaterial para lesdes residuais apds a realizagao
do tratamento com quimioterapia e radioterapia, sendo este o maior fator de recidiva
pos-tratamento (MARINO et al, 2019).

O uso de nanoparticulas com revestimento a base de quitosana tém sido
estudadas como carreadoras de agentes quimioterapicos, na intengédo de resolver a
limitagao da barreira hematoencefalica. Na literatura, os estudos de nanoparticulas de
quitosana como carreadoras de Cloritoxina, EGFR e anticorpo anti-receptor de
transferrina, como direcionadores ou alvos para o GBM, sendo que a Cloritoxina foi o
agente mais promissor nestes estudos por reconhecer uma variedade de tumores de
origem neuroectodérmica e ter pouca afinidade com o tecido cerebral normal (ORTIZ
et al, 2019).

A inibicdo das vias de reparo também tem sido alvo de nanocompostos.
Estudos recentes mostraram o desenvolvimento de uma nanoparticula carreadora de
EGFR e do fator de transicdo epitélio mesenquimal-epitelial (MET), resultou num
menor reparo do DNA apds uso da TMZ, reduzindo a resisténcia a droga em

camundongos, com ganho de sobrevida (MENG et al, 2020).

Numa recente revisdo, os autores compilaram diversos trabalhos que utilizam
a nanotecnologia como base para novos tratamentos, que tinham como objetivo
solucdes para as limitagcdes do tratamento para combate do GBM. A maior parte deles
se baseia no uso de nanocarreadores lipidicos, poliméricos, nanoparticulas de silica,
nanoparticulas magnéticas, contudo neste trabalho ndo encontramos compilados
estudos com nanoparticulas de ouro, que é o foco desta dissertacdo (FORMICOLA et
al., 2019).
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3.6 Irradiacao e Nanoparticulas Metalicas

Na radioterapia, o grande desafio € otimizar a dose no tecido tumoral e, dessa
forma, atingir o alvo com precisdo de tal maneira que os tecidos sadios sejam
poupados. As nanoparticulas metalicas despertam o interesse dos radioterapeutas,
pois apresentam alta capacidade de absorg¢ao de raios-X, logo € razoavel afirmar que
as nanoparticulas, formadas de atomos de maior numero atémico (Z), tem maior
probabilidade de potencializar o efeito da radioterapia (SCHAUE; MCBRIDE, 2015).

No caso dos raios-X, a interagdo com a matéria bioldgica tem a probabilidade
de ocorre por meio dos efeitos Compton e/ou fotoelétrico. Esta probabilidade de
interagdo depende do numero atémico (Z), sendo que a presenga das nanoparticulas
aumentaria probabilidade de ionizagdo no microambiente celular (Figura 6). Ademais,
com o aumento da permeabilidade e retencdo dos tecidos tumorais decorrente da
angiogénese intensa nos tumores, ndo acompanhada da proliferacdo do sistema
linfatico, ocorreria a uma maior retencdo das nanoparticulas nos tecidos tumorais,
servindo como sistema de selecéo de células tumorais, acarretando em especificidade
para a intensificacédo da irradiacéo e, por fim, a presenca das nanoparticulas metalicas
aumentaria a produgao de espécies reativas de oxigénio, causando maior dano celular
(CLINE; DELAHUNTY; XIE, 2019).

Figura 6: Esquema representativo da potencializagdo da Ac¢do da radioterapia por
nanoparticulas metalicas.
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Fonte: A autora, 2020.

Em 2004, Hainfeld e colaboradores publicaram estudo com camundongos
mostrando o incremento da acido da radioterapia pela associagdo com AuNPs no

tratamento de tumores de mama enxertados em camundongos. Neste estudo, a
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sobrevida do grupo que recebeu AuNPspor via intravenosa superou em 12 meses a
sobrevida do grupo, que recebeu apenas radioterapia (HAINFELD; SLATKIN;
SMILOWITZ, 2004).

Ap0os os primeiros resultados, passaram a testar a acao em GBM e mostraram
uma maior seletividade da nanoparticulas para o tecido tumoral na relacado de 19:1, o
que permitiu uma boa resolugdo do tumor em tomografia computadorizada em
camundongos. Para a terapia com AuNPs, apresentando um didmetro de 15 nm, foi
utilizado uma dose entre 15-35 Gy e concentracdo de 4 mg de AuNPs por g de
camundongo. Para uma dose unica de 15 Gy, o ganho na sobrevida foi de 58%.
Entretanto, foi observado que nanoparticulas na ordem de 1,9 nm houve um aumento
de toxicidade e morte precoce dos animais. Apesar do ganho na sobrevida, os autores
discutem que a seletividade tumoral nao é total e que AuNPsforam encontradas em
quantidade expressiva no figado, bago e na pele, alertando ainda quanto ao elevado
custo das nanoparticulas de ouro como um empecilho na disseminagdo como
adjuvante no tratamento do GBM (HAINFELD et al, 2013).

Miladi e colaboradores desenvolveram uma molécula que associa a AUNPscom
acido dietilenotriaminapentacéticoditiolago (DTDTPA) e gadolinio. Esse novo
composto demonstrou-se eficaz no diagnéstico de GBM em tomografia
computadorizada pela presenga do ouro e em ressonancia magnética pela presenga
do gadolinio, além de aumentar a radiossensibilizagdo com ganho de sobrevida, com
tempo médio de 129 dias para os camundongos que receberam o composto e a
radioterapia, e de 72,5 dias em detrimento do grupo que recebeu apenas radioterapia
(MILADI et al, 2014).

Entretanto, num estudo in vitro para a linhagem celular U251 de GBM
demonstrou resultado negativo, com redugdo da sobrevida clonogénica quando

associado a AuNPs associadas a radioterapia (JOH et al, 2013).

No presente trabalho, foi investigada a agdo das nanoparticulas de ouro em
associacado ao quimioterapico Temozolomida, com e sem irradiagao em aparelho de
tomografia e com radioterapia em acelerador linear, visando analisar a hipétese de
sinergia da associagao sem irradiagdo, analisar o potencial do uso terandstico em

tomografia e a potencializagado do tratamento com radioterapia.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo caracterizamos as propriedades quimicas do TMZ por meio das
Espectroscopias no UV-visivel eFT-IR. Realizamos a sintese e caracterizagao
dasAuNPs e, por fim, comparamos o efeito doTMZ isolado e associado com AuNPs,
em células GBM da linhagem M059J sem e com irradiacdo via tomografia e
radioterapia. Os experimentos foram feitos no Laboratorio de Nanossensores, do

Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento da Univap.

4.1 Da preparagao para analise e caracterizacao da Temozolomida

O farmaco TMZ utilizado neste trabalho foi adquirido da empresa Sigma Aldrich,
sendo as analises realizadas a partir de uma amostra e diluicdo seriada, como

apresentado na Figura 7.

Figura 7: Esquema de diluicdo do farmaco Temozolomida.
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1,0 0,5 0,25 0,125  0,0625 0,03125 0,01562 0,00781 0,003906  0,001953 (mg/mL)

Fonte: A autora, 2020.

Apos diluicdo as amostras foram homogeneizadas com auxilio depipetador e
foram feitas as analises UV-visivel para cada concentracdo. Posteriormente, foram

realizadas as diluigdes de 1 mg de TMZ em agua, PBS e meio acido (adi¢ao de acido
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cloridrico) para analise de estabilidade, sendo submetidas a exposicdo a luz

(ambiente), tendo como controle o TMZ armazenado na auséncia de iluminagao.

Os espectros UV-Visivel foram obtidos no espectrofotdmetro DeNovix DS-11
(DeNovix Inc., USA), na regido de 190-840 nm com resolucao espectral de 1 nm e
caminho 6ptico de 1 mm. Para as leituras, foram utilizados 2uL da amostra
depositadas no pedestal do equipamento e os graficos foram plotados com o auxilio

do software OriginPro verséo 8.5.1.

Os espectros de FT-IR foram obtidos na Central Multiusuarios do Instituto de
Pesquisa & Desenvolvimento da UNIVAP. Os espectros foram obtidos emmodo de
transmiss&o na faixa de 3500 cm™ a 900cm™, comresolugéo espectral de 4cm™' e 32
varreduras, em ambiente climatizado a temperatura de 20°C. O espectrofotometrono

infravermelho utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer.

4.2 Da sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de Turkevich
adaptado, com a finalidade de produzir coloides esféricos de aproximadamente 20
nm. Previamente, as vidrarias foram lavadas com agua régia na proporgao 3:1 de
acido nitrico e acido cloridrico para remogao de metais contaminantes. Para sintese
foi pesado 240 mg de cloreto de ouro acido (lll) triidratado (HAuCls — Sigma Aldrich) e
feita a diluigdo em 450 mL de agua ultrapura, sendo a solugédo aquecida sob agitagéo
constante. Em seguida, foi acrescentado 50 mL de citrato de sodio tribasicodiidratado
(CeHsNaz07.2H20 - Sigma Aldrich) a 1%, preservando a temperatura de ebulicdo por
mais uma hora. Apds esse periodo foi cessado o aquecimento e mantida a agitagao
até a temperatura ambiente. Foi possivel observar a mudanca de coloracido da
amostra para vermelho escuro, especifico da solugéo coloidal de AUNPs. Em seguida
foi armazenada a 4°C em abrigo da luz e caracterizada por espectroscopia de UV-

visivel e DLS.

O espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizado para determinar o didmetro
hidrodinamico das AuNPs produzidas em dimensdes nanométricas, com o intuito de
observar a distribuicdo do didmetro médio. Utilizando o equipamento ZetaSizer Nano

(Malvern, modelo ZS90), no modo “Size”, com uma cubeta de poliestireno (Modelo
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ZENO0118, Sarstedt), 400 pL da solugao coloidal foram adicionados, em que uma
meédia de trés analises por amostragem foi realizada para a obteng¢ao do resultado.A
analise do potencial Zeta da AuNPs foi feita utilizando o equipamento, no modo “Zeta”,

em cubetas capilares com eletrodos (Malvern, modelo DTS1070)

Os espectros UV-Visivel foram obtidos no espectrofotdmetro DeNovix DS-11
(DeNovix Inc., USA), na regido de 190-840 nm com resolucao espectral de 1 nm e
caminho oOptico de 1 cm. Para as leituras, foram utilizados 2 pL da amostra
depositadas no pedestal do equipamento e os graficos foram plotados com o auxilio

do software OriginPro verséo 8.5.1.

4.3 Da cultura das células de Glioblastoma

A partir da coleta de células de Glioblastoma de um homem de 33 anos
pesquisadores isolaram a linhagem M059J (ALLALUNIS-TURNER et al., 1993). As
células para este estudo foram adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro. A
cultura foi feita em garrafa padrdo, contendo uma mistura 1:1 do meio de Eagle
modificado de Dulbecco e do meio de HAM F12 com L-glutamina 2,5 mM, HEPES 15
mM, piruvato de sédio 0,5 mM e bicarbonato de sédio 1,2 g/L suplementado com
aminoacidos nao essenciais 0,05 mM e 10% soro fetal bovino, com pH aproximado
de 7,2. As células devem ser mantidas em incubadora de CO a 5% e temperatura de
37° devendo evitar a alcalinidade excessiva do meio durante a recuperagao e cultura

das células.
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Figura 8: Cultura de células de GBM da linhagem M-059J

Fonte: A autora, 2020.

4.4 Do tratamento utilizando TMZ e nanoparticulas

As células foram semeadas em microplacas de 96 pocgos, apds adeséao celular
em aproximadamente 24 h. As células foram tratadas com TMZ e com TMZ associado
a AuNPs, na presengae na auséncia de radiacdo ionizante. As concentragdes de
AuNPs foram 0 (grupo controle), 10° (N1), 108 (N2), 10° (N3), 10" (N4), particulas/ml,
isoladas ou combinadas com TMZ nas concentragdes de 0 (grupo controle), 250um,
500um, 750um e 1000um.

4.5 Da irradiagcado por Tomografia

As células foram tratadas com TMZ e com TMZ associado asAuNPs na
presencga de radiagdo ionizante, em Tomografia Computadorizada MultisliceAlexion
Toshiba com 120 KVp e 90 mAs, localizada na Clinica Tomovale no Municipio de S&o
José dos Campos-SP.Os parametros sao apresentados na Tabela 3, os resultados de

viabilidade celular foram avaliados apds 48 h da irradiagao.

Tabela 3: Pardmetros da Irradiacdo com Tomografia

Aparelho Tomografia Computadorizada MultisliceAlexion Toshiba

Dose 120KVp e 90mAs

DDS 100,0cm




40

Bolus Ausente

Fonte: Autora.

4.6 Da irradiagao por Radioterapia

As células foram tratadas com TMZ e com TMZ associado as AuNPs na
presenca de radiacdo ionizante, em aparelho de radioterapia, Acelerador Linear -
Siemens de 6MV, com taxa de dose de 200cGy/min, dose aplicada de 200cGy, com
distancia SSD de 100 cm e bolus de 1,0cm na Clinica Radiolmage localizada no
Hospital Frei Galvdo em Guaratingueta-SP (Figura 9). Os resultados de viabilidade

celular foram avaliados apds 48 h da irradiacéo.

Figura 9: Irradiagdo em aparelho de Radioterapia

e
PRIMUS

Fonte: A autora, 2020.
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Tabela 4: Pardmetros da Irradiacdo com Radioterapia

Aparelho Acelerador linear 6MV — Primus da Simens
Taxa de Dose 200cGy/min

Dose 200cGy

Distancia SSD 100,0cm

Bolus 1,0cm

Fonte: Autora.

4.7 Do teste de viabilidade celular

A metodologia consiste na adicdo de 30 pL/pogo do corante azul de tripan e
incubados por 5 min, sendo posteriormente lavados com solu¢cdo de PBS. Em
seguida, foram coletadas imagens dos pog¢os por meio do Programa Future WinJoe
versao 1.0.7.9, utilizando o microscopio invertido NIB-100 (Bel equipamentos
analiticos). A contagem de célula foi realizada com auxilio do Programa ImageJ
versao 1.48.

Nestas analises somente as células com membrana danificada absorvem o
corante, ficando com coloracéo azul e as células viaveis tém um aspecto translucido.
A determinagdo da viabilidade da linhagem celular M059J foi determinado pela

Equacéo 1:

Viabilidadecelular

node células transliacidas
(%) = 100 : [1]
nltotal de células
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O GBM é um subtipo tumoral que ainda desafia os pesquisadores e
profissionais de saude, devido sua alta agressividade e as poucas possibilidades
terapéuticas clinicas disponiveis. Um dos desafios se relaciona a dificuldade de
acesso do farmaco ao sistema nervoso central e a resisténcia adaptativa aos
farmacos-antitumorais, além da dificuldade de diagnodstico precoce e marcadores
tumorais que auxiliem na delimitagdo tumoral e que potencializem efeitos das terapias
tradicionais (NCCN, 2019).

O tema deste estudo foi motivado pela falta de opg¢des de tratamento dos
Glioblastomas Multiformes, que sdo os tumores mais comuns de Sistema Nervoso
Central, correspondendo a 60 % dos casos. Estes tumores sdo extremamente
agressivos e prognostico ruim, seus portadores apresentam cerca de 12 a 15 meses
de sobrevida mediana apés o diagnostico. O tratamento padréo inclui cirurgia seguida
de radioterapia e quimioterapia adjuvantes, contudo mesmo dispensado todos os
recursos os indices de recorréncia s&o altos, o que justifica o baixo progndstico (YIN
et al, 2019).

As principais limitagdes no tratamento estdo no carater altamente infiltrativo do
tumor, o que acarreta dificuldade em definir as margens tumorais, esta limitagéo
acarreta em aumento dos danos cerebrais irreversiveis, tanto decorrente de cirurgia
quanto de radioterapia. Quanto a limitagao relacionada as drogas quimioterapicas sao,
principalmente, a dificuldade de acesso ao SNC, devido a presenca da barreira
hematoencefalica e a alta toxidade devido a necessidade de altas doses do farmaco

para que aja de maneira efetiva no tumor (FABIAN et al, 2019).

Assim, buscando novas alternativas, a seguir, apresentaremos e discutiremos
nossos resultados na seguinte ordem: Caracterizagdo da Temozolomida,

caracterizagcao da AuNPs e avaliacido da viabilidade celular.

5.1 Caracterizagoes da Temozolomida

Para entender melhor o TMZ e suas possibilidades de associagdes com as

AuNPs realizamos a caracterizagdo por meio da espectroscopia de UV-visivel. Os
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espectros UV-visivel da diluigdo seriada sdo apresentados na Figura 10. Esta
avaliacdo permitiu observar duas bandas predominantes centradas em 254 nm e
330 nm.

Figura 10: Espectro UV-Visivel da TMZ na faixa de concentragdo de 5mg a 2ug.
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Fonte: A autora, 2020.

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de absorbancia para as principais
bandas centradas em 254 nm e 330 nm, permitindo a analise da banda mais indicada

para determinar a relagao da lei de Lambert-Beer.



Tabela 5: Valores de absorbancia por concentracao.

Concentracao Absorbancia (u.a.)
(mg/mL) 254 nm 330 nm
5,0 122,395 218,862
4,0 100,061 184,771
3,0 75,089 138,958
2,0 50,612 90,798
1,0 26,222 46,919
0,5 13,081 23,953
0,25 6,688 12,037
0,125 3,469 6,205
0,0625 1,741 3,147
0,03125 0,947 1,658
0,01562 0,422 0,797
0,00781 0,247 0,428
0,003906 0,283 0,267
0,001953 0,058 0,102

Fonte: A autora, 2020.

44

Os resultados apresentados na Tabela 5 permitem verificar que na menor

concentracido, os valores de absorbancia da banda centrada em 330 nmsao mais

adequados para medir menores concentragbes de TMZ. Neste contexto, um ajuste

linear foi adotado para verificar a correlagao dos dados, sendo apresentado no grafico

da Figura 11.

Figura 11: Absorbancia na banda maxima de 330 nm em fungdo da concentragéo.
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Os resultados da correlacédo linear entre a concentracdo e absorbancia
resultaram em uma reta, com coeficiente de Pearson de 0,99996, que permite com
precisdo determinar a quantidade de TMZ em uma solugao aquosa, sendo importante
para determinar a sua concentragdo em culturas de células, ja que sua degradacgéao
em meio aquoso esta diretamente relacionada com sua conversdao em MTIC e sua
acao.Este valor do coeficiente de Pearson permitiu a utilizagao da equacéao da reta,
para avaliar a concentragdao por meio do valor da absorcao, conforme descrito pela

Equacéo 2.

— 0,005 2]

~ mg valordeabsorbanciaem330nm
Concentracao |— ) =
ml 46,08

Em meio aquoso, o TMZ se converte por hidrélise em condigdes fisioldgicas em
sua forma ativa o MTIC, quando a degradagdo ocorre apés o TMZ atravessar a
barreira hematoencefalica e ser captado pelo GBM, o MTIC age metilando o DNA,
principalmente, na posi¢cao O6 e apos dificuldade da célula tumoral em encontrar uma
base complementar para a base metilada ocorre a morte celular tumoral por apoptose.
No entanto, quando a degradagao ocorre na corrente sanguinea antes de atravessar
a barreira hematoencefalica o MTIC n&o consegue atravessa-la e este se torna toxico
ao organismo e por este motivo é muito importante entender com detalhas a
degradacgao do TMZ (DI MARTINO et al, 2017).

Neste contexto, os espectros no UV-Visivel permitiram avaliar a degradagao do
TMZ em meio aquoso, os dados sao apresentados na Figura 12. A degradagao é
esperada em virtude da conversdo quimica supracitada, mostrada no diagrama da
Figura 4. O percentual do TMZ integro pode ser calculado por meio da Equagéao 2,
sendo a taxa de degradacgéo de 0,07 mg/h calculado pela primeira derivada da reta

ajustada ajuste os dados experimentais (Figura 12b).



46

Figura 12: Degradagédo do TMZ apds 24 e 48h: a) Espectros UV-Visivel e, b) determinagéo
da taxa de degradacéo.
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Fonte: A autora, 2020.

Esta taxa de degradagao do TMZ de 0,07 mg/h € um resultado importante, pois
para comparar os resultados € necessaria a diluigdo do TMZ no momento do
experimento, evitando distorgdes pela degradagédo. A taxa de degradacéo podera
servir como base para estudos posteriores de avaliacdo de estabilidade de
nanoveiculos associados ao TMZ. De fato, uma das desvantagens do TMZ é a meia
vida curta de cerca de 1,8h, o que exige multiplas altas doses para que o medicamento
alcance doses efetivas para combate do tumor. O aumento das doses traz consigo
também o aumento da toxidade, acarretando toxidade hematoldgica, cardiopatia
aguda, ulceracgéo oral, hepatotoxidade e pneumonites. Na intengdo de melhorar a
acao do TMZ, diversos veiculos a base de lipossomas e nanoparticulas vém sendo
estudados, ainda sem nenhum nanoveiculo em uso clinico, sendo a associagdo com
nanoparticulas de ouro uma das possibilidades (SHAPIRA-FURMAN et al, 2019).

Outro resultado importante foi o estudo da diluicdo do TMZ em PBS, como
apresentado na Figura 13. Habitualmente se utiliza o PBS para analises em culturas
de células, mas esta diluigdo mostrou uma degradagao acentuada do TMZ, mesmo

em meio acido, que sera comentado na Figura 14.
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Figura 13: Andlise de estabilidade da TMZ diluido em PBS.
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Fonte: A autora, 2020.

Estes resultados mostraram que a banda predominante de 330 nm decresceu,
apresentando caracteristica do farmaco degradado, quando a banda de 254 nm € a
mais intensa. Por outro lado, a incidéncia de radiacédo na faixa do visivel ndo alterou
significativamente os espectros de UV-Visivel do TMZ, mostrando que este parametro
nao é importante na manipulagéo do farmaco. Assim, conclui-se que a utilizagao do

PBS nos estudos de viabilidade ndo é adequada.

Para avaliar o melhor meio (em fungédo do pH) para manipulagdo do farmaco
diluido em agua, levando em consideragao a degradagéo, realizou-se a analise da
estabilidade do TMZ diluido em meio aquoso variando o pH do meio e registrando os
valores em funcdo do tempo. Os resultados sdo apresentados na Figura 14. O
farmaco mostrou-se estavel em meio acido para valores de pH de 2 a 4, ndo sendo
observado degradagao no tempo experimental estudado, sendo uma possibilidade
para manipulagao em estudos futuros de nano compostos contendo TMZ, evitando a
degradagéo antes que ocorra a entrega do farmaco as células tumorais. Enquanto
para valores de pH préximos ao fisiolégicos e em meio basico, a degradacdo é

acentuada.
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Figura 14: Andlise de estabilidade da TMZ diluido em agua Tipo 1versus meio acido.
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Fonte: A autora, 2020.

Para confirmar as mudancgas na estrutura molecular do TMZ, antes e apés
degradacgéo, a Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
€ uma técnica rapida e efetiva, pois permite identificar compostos e moléculas por
meio da frequéncia de vibragdes especificas, correspondentes aos niveis de energia
da molécula, ou niveis vibracionais. Neste trabalho o farmaco TMZ foi caracterizado
por esta técnica, o que permitira a avaliagao futura de compostos com este farmaco
(HETTIARACHCHI et al, 2019). Os resultados sdo apresentados na Figura 15,
guando é possivel observar as alteracdes nas bandas vibracionais, correlacionadas

a degradagao do farmaco, como apresentado na Figura 4.
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Figura 15: Espectros de FT-IR do TMZ e do TMZ degradado em agua
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Fonte: A autora, 2020

A molécula do TMZ é composta por 20 atomos e possui 54 modos normais de
vibragéo, para ajudar a compreenséao verifique a numeragao dos atomos da Figura
2.Na reagao de degradacéo existe a liberacdo de CO>, logo as principais mudancgas
estruturais estdo nos modos vibracionais de interagdes do oxigénio, como destacado
no espectro. Os principais modos vibracionais relacionados foram destacados na
Tabela 6.As vibragbes em anel sdo previstas em 699cm-', conforme estudo tedrico
de modelamento molecular (BHAT; AHMAD, 2015).
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Tabela 6: Bandas caracteristicas do TMZ integro e degradado em agua:

Vibrag¢des do Grupo, a Numero de onda (cm™)
posi¢go do atomo (Fig. 2) TMZ integro TMZ degradado
C9=06 1758
Cs8=07 1733 1744
N13-C8=07 562 562
Em Anel (699 cm™) 699 709

Fonte: A autora, 2020

A andlise do espectro mostra que o TMZ degradado ndo apresenta duas
bandas bem definidas centradas em 1758cm'e 1733 cm-!, que pode ser explicado
pela reagcdo quimica mostrada na Figura 3. A principal mudanga ocorre no rompimento
do anel e a perda do atomo de oxigénio, quando podemos notar um desvio nos modo
vibracional de C8=07, acompanhado num desvio no modo de vibracao da “respiracao”
do anelaromatico. Neste contexto, a mudanga de absor¢ao nos espectros no FT-IR

podem ser correlacionados com a degradagao do farmaco.

5.2 Caracterizagoes da nanoparticula de ouro

Devido suas propriedadesfisicas e quimicas unicas, as nanoparticulas de ouro
apresentam grande potencial quando associadas aos tratamentos convencionais

como a quimioterapia a base de TMZ e a radioterapia.

O espectro no UV-visivel da solucédo coloidal de AuNPs é apresentado na
Figura 16. A coloragédo vermelha é tipica desta solugéo coloidal bem como a banda
de ressonancia plasménica centrada em 523 nm, compativel com os resultados da
literatura (BAPTISTA et al, 2008).
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Figura 16: Espectro UV visivel da solugdo de AuNPs.
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Fonte: A autora, 2020

Os resultados de DLS apresentam a distribuicdo de diametro hidrodinamico das
AuNPs, o grafico de barra mostra a intensidade do espalhamento em funcé&o da
distribuicdo de nanoparticulas, com valor médio de 22, 47 nm. Estudos demonstram
que as nanoparticulas de 15 a 55nm apresentam a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica, o que em um farmaco associado possibilitaria uma rapida
absorcao pelo SNC e maior biodisponibilidade do medicamento, com possibilidade de
reducdo de doses e, consequentemente, da toxicidade (SONAVANE; TOMODA,;
MAKINO, 2008).
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Figura 17: Gréfico da distribuicdo do tamanho das particulas dispersas, como sintetizadas.
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Fonte: A autora, 2020

O valor do potencial Zeta da solugcéo coloidal foi medido, sendo igual
a -39,2t2mV. O que demonstra estabilidade da solucdo coloidal para as
nanoparticulas sintetizadas, pois elevados valores de potencial Zeta, acima de 30mV,
positivos ou negativos, sugerem solugdes com nanoparticulas mais estaveis, uma vez
que a repulsédo interparticula previne a aglomeragcéo (EVERTT, 1989). O potencial
Zeta indica as alteragdes que ocorrem na superficie das particulas, como alteracdes
na forca de repulsdo interparticula, refletindo o potencial elétrico influenciado por
alteracdes ocorridas na superficie das particulas com o meio que se encontra. No caso
da solugdo coloidal sintetizada o potencial Zeta negativo estd relacionado ao

recobrimento com citrato de sodio (com o anion citrato).

5.3 Avaliagoes da Viabilidade Celular

Com o intuito de avaliar a influéncia do TMZ associado asAuNPs em cultura
celular, na melhor condicdo possivel de aplicagdo, optamos por nao utilizar
antibidticos/antifungicos na cultura celular da linhagem M059J, o que exigiu muita
dedicacdo durante as manipulacdes das culturas celulares. Nos experimentos foram

realizadas exposigdes das células do GBM, linhagem M059J, com nano particulas de
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ouros nas concentragdes de 0 (grupo controle),10® (N1), 102 (N2), 10° (N3), 10" (N4),
particulas/ml, isoladas ou combinadas com TMZ nas concentragbes de 0O(grupo
controle), 250um, 500um, 750um e 1000um.

Os resultados da viabilidade celular sdo apresentados nas Figuras 18, 19 e 20
referentes ao grupo néo irradiado, ao grupo que recebeu irradiagdo com radioterapia

e ao grupo que recebeu irradiagdo com tomografia, respectivamente.

Figura 18: Analise da viabilidade celular com TMZ associado as Nano particulas de ouro na
auséncia de radiagdo.
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 19: Analise da viabilidade celular com TMZ associado a nano particulas de ouro na
presenca de radiacio ionizante via radioterapia
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Fonte: A autora, 2020

Figura 20: Analise da viabilidade celular com TMZ associado a nano particulas de ouro na
presenca de radiagao ionizante via tomografia.
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Para os experimentos na auséncia de irradiagao ionizante, apds a analise da
viabilidade das células com tratamento a base de TMZ e AuNPs, foi possivel verificar
que quanto maior a concentragdo de TMZ maior foi a morte celular, chegando a 75%
de viabilidade em 48h de exposicdo. A exposicdo a concentracdes crescentes de
AuNPs nao se mostrou efetiva para reducdo da viabilidade celular, tanto que a
auséncia de nano particulas e com a maior concentragao de nano particulas a TMZ
mostrou a mesma taxa de viabilidade celular apds 48h de exposicdo demonstrando

auséncia de efeito sinérgico entre as AuNPs e a TMZ sem uso de irradiagao.

Como demonstrado previamente, o mecanismo de acao da TMZ se relaciona a
dano do DNA e morte celular por apoptose, para que isto ocorra se faz necessario que
a avaliacdo ocorra depois de transcorrido periodo suficiente para a morte por
apoptose, sendo uma média de aproximadamente24 dias para o modelo in vivo,
justificando os ciclos de 21 a 28 dias entre as quimioterapias. Ademais, tanto a
quimioterapia quanto a radioterapia sao efetuadas em ciclos, visto que apresentam
maior acao durante a replicacéo celular e no referido estudo fizemos dose Unica, do
quimioterapico isolado neste experimento, o que pode justificar morte celular maxima
de 75%.

No entanto, apds exposicdo celular a radioterapia, com as mesmas
concentragdes de TMZ e nano particulas, observou-se morte celular crescente ndo sé
com o aumento das concentragcdes de TMZ, como também com o aumento das
concentracbes da nano particulas, com viabilidade celular 10% maior quando
comparada a exposicao N4, T4 sem irradiacao e N4, T4 com irradiacido, por exemplo.
A associagdo de nano particulas de ouro com TMZ, ja se mostrava promissora nos
estudos com células tronco de glioma apés irradiacéo, sendo estas células uma das
responsaveis pela baixa efetividade do tratamento, tendo em vista sua resisténcia ao
farmaco quando utilizada de maneira isolada, mas apesar de utilizarmos outra
metodologia e linhagem celular diferente obtivemos resultados semelhantes (ORZA et
al, 2013).

Estudos recentes demonstram que as nano particulas de ouro aumentam os
danos tumorais apds a aplicacao de radiacdo. Desta maneira, seria possivel maior
dano celular e morte tumoral com menor dose de radiagdo, com redugao de danos as

células normais no entorno do tumor, ou seja, aumentaria a sensibilidade e a
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especificidade do tratamento com radiagcdo, com menores efeitos adversos
(HAINFIELD et al, 2008).

O aumento da resposta a radioterapia com a associacdo da TMZ e das AuNPs,
representam nado sé uma possibilidade da potencializagdo do tratamento como
também apresenta um potencial de reducao da dose de TMZ a ser utilizada, o que
representaria um menor risco de toxicidade e uma potencial reducado dos custos do
tratamento, tendo em vista o valor reduzido das AuNPs, quando comparado com o
custo do TMZ.

As nano particulas de ouro também tém demonstrado alta sensibilidade no
rastreamento celular ndo invasivo, quantitativo em células tumorais, com tomografia,
melhorando o diagndstico sem alterar a eficacia terapéutica (MEIR; POPOVTZER,
2018). Sabendo que as nano particulas de ouro aumentam a sensibilidade
diagnodstica, que o TMZ aumenta a sensibilidade da radiagdo e apresenta agéo
citotéxica nas células tumorais de GBM M059J, optou-se por avaliar se a associagao
de AuNPs e TMZ teria efeito terandstico. Desta forma, o presente trabalho analisou a
possibilidade, n&o s6 do diagndstico, como também da melhora terapéutica com uso

de radiacdo de média voltagem com tomografia.

A analise de viabilidade apds exposi¢cado a tomografia por sua vez, apresentou
resultados conflitantes tanto para relagdo de concentragdes de TMZ, como para as
concentragbes de AuNPs. No ambito do diagndstico, as imagens nédo permitiram
observar as alteragdes de concentragcoes de AuNPs, pois apresentam a mesma

tonalidade de cinza, como apresentado nas fotos da Figura 21.
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Figura 21: Imagem da placa de células irradiadas com diferentes concentragbes de TMZ e
anoparticulas. Corte axial (esquerda)e sagi al (direita) % tomografia.

Fonte: A autora, 2020

No entanto, neste aspecto o trabalho ndo demonstrou resultados consistentes.
A AuNPs nao ficou marcada nas imagens realizadas, ou seja, ndo se mostrou efetiva
para o diagnostico nas placas celulares irradiadas e apresentou incoeréncias nos
resultados relacionados a viabilidade celular. Este resultado pode ser explicado pelo
baixo volume celular e concentracdo de AuNPs, uma vez que os parametros
etomografo foram projetados para seres humanos e grandes volumes, logo a agéo
diagndstica nao foi evidenciada. Entretanto, acredita-se que para experimentos in vivo

esta acao possa ser demonstrada, devido aos estudos publicados.

Quanto as inconsisténcias de viabilidade celular, acredita-se que os resultados
possam estar correlacionados com a agao inconstante e néo linear da liberagcao de
radiagdo do tomografo. Para um pequeno volume irradiado, o centro de cada pogo
deveria ser centrado no equipamento, garantindo uma isodose relativamente
constante e demonstrar de maneira efetiva a acao da radiacédo na viabilidade celular.
Entretanto, existe uma limitagdo experimental, pois apenas um pogo poderia ser
irradiado por vez e sdo muitos pontos experimentais. Mas assim como o efeito
diagndstico, o efeito terapéutico ndo pode ser abandonado até a realizagéo de estudos
com tomégrafos especificos para irradiagdo de pequenos volumes (MEIR;
POPOVTZER, 2018).
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O grande desafio dos radio-oncologistas € alcangar a melhor distribuicdo de
dose de radiagao no tecido tumoral para maior controle local, poupando o parénquima
cerebral normal. Devido a alta capacidade de absorcdo de raios-X decorrente
vinculado ao numero atbmico, as AuNP samplificam os efeitos da radioterapia.
Tratamentos com radiagao ionizante dependem da deposi¢cédo de energia ao longo do
caminho da radiagao incidente para gerar dano celular. Entrando em contato com a
matéria bioldgica, a radiagdo ionizante acarreta em ionizagcdo de componentes
intracelulares (agao direta) e/ou age na molécula de agua, gerando radicais livres que
lesardo indiretamente a célula irradiada. Os fétons de raios-X, interagem com a
matéria biolégica por meio de interacbes descritas pelo efeito Compton e/ou efeito
Fotoelétrico. O efeito Compton € um fenbmeno que explica a interacdo do féton de
radiacao incidente com um elétron do atomo, que provoca ionizacdo e a emissao de
outro féton, de energia menor respeitando o principio da conservagéo de energia.
Enquanto o efeito fotoelétrico ocorre quando um féton interage com um atomo que
absorve toda a sua energia, sendo retransmitida a um elétron que ejetado de sua
orbita. Ambos os efeitos sdo potencializados com a interacdo da radiacdo de alta

energia e as nano particulas de ouro (CHAIN et al, 2017).

Explorar o aumento da permeabilidade vascular no entorno tumoral, associado
ao acumulo preferencial de AuNPs no tecido tumoral em detrimento do tecido cerebral
normal, aumenta o potencial de uso dessa ferramenta para potencializar o efeito da
radioterapia, esperando-se uma producdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio e uma ampliacdo do dano do DNA com indugdo aumentada a morte das

células tumorais irradiadas (PINEL et al, 2019).

Os resultados corroboraram com a teoria e os estudos prévios e demonstram
que as células de GBM M059J foram mais sensiveis a morte com a associacédo de
AuNPs e TMZ ap6s irradiadas em aparelho de radioterapia, com doses habituais da
pratica clinica, demonstrando potencial futuro para estudos in vivo e aplicabilidade

clinica.



59

6 CONCLUSOES

A sintese de AuNPs e suas caracterizagdes por Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS) e Espectroscopia UV-visivel permitiram corroborar com os estudos prévios
de viabilidade do método de sintese utilizado e demonstrar a estabilidade das AuNPs
produzidas, sendo promissor seu uso para estudos futuros como nano carreadoras

associadas ao TMZ.

A caracterizacdo do farmaco TMZ pela espectroscopia de UV-Visivel permitiu
estabelecer uma relacdo linear em concentracdo de TMZ versus absorbancia da
banda em 330 nm. A degradagdo deste farmaco pode ser acompanhada pelas

mudancas de absor¢do nas bandas de 254 nm e 330 nm.

A caracterizagcao da Temozolomida pela espectroscopia de FTIR permitiu
correlacionar por mudangas nos modos vibracionais do farmaco degradado em

relagédo ao nao degradado.

Na auséncia de radiagao, o tratamento da linhagem de GBM M059J com a
associagao de nano particulas de ouro e TMZ nao demostrou sinergia e aumento da
morte celular, quando comparado com a exposi¢cao a TMZ isolada. Isso corrobora

estudos anteriores de auséncia de citotoxidade das AuNPs.

A avaliacdo do efeito das AuNPs associadas a TMZ em células de GBM
linhagem M059J, apds irradiagcdo com tomografia, ndo demonstrou efeito terandstico,
mas houve diminuigdo da viabilidade celular. No entanto, baseado em questbes
técnicas relacionadas ao tamanho dos pocos irradiados, posicionamento de isocentro
e tipo de aparelho, ndo é possivel abandonar esta hipétese e, sugere-se repetir o

estudo in vivo ou em tomodgrafo de microscopia eletronica.

A avaliacdo do efeito das AuNPs associadas a TMZ em células de GBM
linhagem MO059J, apos irradiagdo com radioterapia, demonstrou aumento da
eficiéncia do tratamento com aumento da mortalidade celular e apesar de ainda
serem necessarios mais estudos comprobatérios in vitro e in vivo, essa associagao
mostra-se promissora levando em consideragdo a auséncia de tratamentos efetivos

disponiveis e o baixo progndstico dos portadores de Glioblastoma Multiforme.
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