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Resumo 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais prevalente de câncer no mundo, com 

frequentes complicações metastáticas muitas vezes associadas ao desenvolvimento de 

resistência adquirida aos fármacos. Uma das estratégias terapêuticas utilizadas no 

tratamento de pacientes que não respondem bem à quimioterapia convencional é a 

imunoterapia baseada na aplicação de anticorpos monoclonais cetuximab ou 

panitumumab, ambos dirigidos ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). 

Em alguns casos observa-se associação da resistência aos anticorpos com a 

superexpressão de HER2, outro membro da família do EGFR. Assim, esta dissertação 

foi elaborada para testar a hipótese de que o uso conjunto de anticorpos anti-EGFR e 

anti-HER será capaz de reduzir o escape das células tumorais e que a associação com 

fármacos antitumorais tornará mais efetiva sua eliminação. Com esse propósito, nosso 

objetivo foi utilizar nanopartículas ouro (AuNP) para o transporte de 5-fluorouracil 

(5FU), endereçando esses nanocarreadores para as células de câncer colorretal 

recobrindo-os com anticorpos contra os receptores para fator de crescimento epidérmico 

EGFR (ErbB-1) e HER2 (ErbB-2). Os nanocarreadores foram testados in vitro quanto a 

sua interação por células de câncer colorretal HCT-116 e Caco-2 por citometria de 

fluxo, sua capacidade de induzir apoptose/necrose e seu efeito sobre a atividade 

proliferativa das células testadas. Nossos dados indicam que as AuNP produzidas e 

funcionalizadas com as moléculas de interesse possuem estrutura esférica, no entanto, 

algumas formulações apresentaram aglomeração devido a incorporação das moléculas 

orgânicas. Os ensaios biológicos mostraram que a AuNP 5FU EGFR teve efeito 

significativo na atividade citotóxica pela via apoptótica recente quando as células foram 

expostas à maior concentração testada, independentemente do tempo de exposição. 

Consequentemente, a proliferação celular foi cessada neste mesmo tratamentos e ambos 

os fenômenos foram observados de forma mais evidente na linhagem Caco-2, inclusive 

demonstrando efeito superior ao quimioterápico na forma livre. 

 

Palavras-chave: Câncer colorretal, 5-fluorouracil, nanopartículas de ouro, 

nanocarreadores, anticorpos monoclonais. 
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Abstract 

Colorectal cancer (CRC) is the third most prevalent type of cancer in worldwide and is 

frequently associated with metastatic complications. Therapeutic strategies to treat those 

patients who do not respond to conventional chemotherapy is based on the application 

of monoclonal antibodies cetuximab or panitumumab, both directed targeting the 

epidermal growth factor receptor (EGFR). However, in some cases resistance is 

associated with an overexpression of HER2, another receptor belonging to the EGFR 

family. Therefore, this dissertation was designed to test the hypothesis that the 

combination of anti-EGFR and anti-HER antibodies will be able to reduce the escape of 

tumor cells, and that their association with antitumor drugs could improve the 

elimination of tumor cells. Then, our goal was to use gold nanoparticles (AuNP) for 

transporting 5-fluorouracil (5FU), addressing them to colorectal cancer cells by coating 

them with antibodies against the receptors of epidermal growth factor EGFR (ErbB-1) 

and HER2 (ErbB-2). Nanocarriers were tested in vitro by flow cytometry for their 

interaction and internalization by the colorectal cancer cell line HCT-116 and Caco-2, 

their ability to induce apoptosis/necrosis and stop cell proliferation. Our results show 

that AuNP produced and functionalized with the molecules of interest have spherical 

structure, however, some formulations showed agglomeration due to the incorporation 

of organic molecules. Biological assays showed that AuNP 5FU EGFR had a significant 

effect on cytotoxic activity by the recent apoptotic pathway when cells were exposed to 

the highest concentration tested independently of the time of exposure. As a result, cell 

proliferation was stopped at this same treatment and both phenomena were observed 

most clearly in the Caco-2 cell line, including demonstrating superior effect to 

chemotherapy in free form. 

 

 

 

 

 

Keywords: Colorectal cancer, 5-fluorouracil, gold nanoparticles, nanocarries, 

monoclonal antibodies. 
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1. INTRODUÇÃO  

O CÂNCER COLORRETAL:  INCIDÊNCIA E TRATAMENTO 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que em 2012 ocorreram 14 

milhões de casos de câncer no mundo e o índice de mortalidade chegou a 8,2 milhões, 

sendo 694 mil em decorrência de câncer colorretal (CCR), o qual compreende a porção 

final do intestino (1). O Instituto Nacional do Câncer (INCA) (2) estimava para 2016 

600 mil novos casos de câncer no Brasil, dos quais 34.280 casos de CCR, sendo 48,6% 

em homens e 51,4% em mulheres. No biênio 2018-2019 são esperados 36.360 novos 

casos de CCR, tendo incidência maior em mulheres. Assim, essa doença ocupa a 

terceira posição em incidência de câncer no Brasil e no mundo, reafirmando a 

importância do estudo desta patologia para a saúde da população (1, 2). 

 O CCR pode desenvolver-se de forma esporádica ou familiar. A forma 

esporádica representando 60-80% da incidência desse tumor, na qual, os pacientes não 

apresentam nenhuma mutação que predisponha ao aparecimento do tumor e também 

não há relatos de casos na família; a forma familiar resulta da acumulação de alterações 

dos genes que controlam a diferenciação celular e o crescimento epitelial representando 

20-40% dos casos, podendo estar associados ou não à polipose adenomatosa familiar 

(3).  

A cirurgia ainda é o tratamento de escolha nos casos de CCR, em geral 

acompanhada de quimioterapia neoadjuvante (pré-cirurgia) ou adjuvante (pós-cirurgia), 

porém complicações metastáticas são frequentes, o que dificulta a cura dos pacientes (3, 

4). O intervalo entre a suspeita de CCR e o início do tratamento pode permitir a invasão 

do tumor primário em outros tecidos ou extravasamento de células para vasos linfáticos 

ou sanguíneos para alcançar outros tecidos (metástases) (5). Contribui para esse quadro 

a ação das enzimas proteolíticas produzidas pelas células tumorais, capazes de degradar 

a matriz extracelular e formar micrometástases que dependem da presença de fatores de 

crescimento e  metaloproteases, que favorecem a evolução para macrometástases (3, 6).    

A análise histopatológica demonstra o estadiamento da doença em níveis de 0 a IV, 

sendo esse último estágio correspondente às metástases confinadas a um órgão ou local.  

O estadiamento leva em consideração o tamanho do tumor, o grau de invasão de órgãos 
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adjacentes, o número de linfonodos afetados e se há metástases e cada fase requer um 

tipo de tratamento ou combinações de quimioterápicos (7). O CCR é apresentado em 

cinco fazes de progressão (8) descritas abaixo, cada qual com tratamentos. As fases de 

estadiamento são:  

Estadio 0 -  carcinoma in situ, ou seja, carcinoma está contido a nível celular; 

Estadio I -  invasão submucosa e a muscular própria; 

Estadio IIA - invasão através da muscular própria nos tecidos pericolorretais; 

Estadio IIB -  penetra na superfície do peritônio visceral; 

Estadio IIC - invade diretamente ou adere a outros órgãos ou estruturas; 

Estadio IIIA - tumor invade a muscular própria com metástases em 1 a 3 linfonodos 

regionais ou tecido próximo, ou invade submucosa com metástases em 4 a 6 linfonodos 

regionais;  

Estadio IIIB - o tumor penetra na superfície do peritônio visceral com metástases em 

linfonodos 1 a 3 regionais ou tecido próximo ou invade através da muscular e própria 

em tecidos pericolorretais com metástases em linfonodos 4 a 6 regionais ou invade a 

muscular própria com metástases em 7 ou mais linfonodos regionais; 

Estadio IIIC - o tumor penetra na superfície do peritônio visceral com metástases em 4 a 

6 linfonodos regionais ou invade através da muscular própria para tecidos 

pericolorretais com metástases em 7 ou mais linfonodos regionais ou invade 

diretamente ou é aderente a outros órgãos ou estruturas com metástases em um ou mais 

gânglios linfáticos regionais  

 Fase IV -  metástase confinada a um órgão ou local (por exemplo, fígado, pulmão, 

ovário, linfonodos distantes). 

As células do câncer colorretal podem expressar vários marcadores de membrana 

como o antígeno carcinoembriônico (CEA), o receptor do fator de crescimento epitelial 

(EGFR), a molécula epitelial de adesão celular (EpCAM), o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF), a integrina αvβ3 e a matriz de metaloproteases (MMPs) (9). 

Um dos importantes marcadores superexpresso da membrana das células de CCR, é o 

EGFR, também referido como ErbB-1, que pode estar associado a um quadro de mau 

prognóstico da doença (3). Outras moléculas da mesma família são o HER2 (ErbB-2, 
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HER 3(ErbB-3) e HER 4 (ErbB-4), que também podem estar superexpressos nas células 

do câncer colorretal, ainda que em menor intensidade que nas células do câncer de 

mama (10-12).  

Em condições normais, os receptores de fatores epidérmicos são expressos em 

células epiteliais sadias, desempenhando funções essenciais de sobrevivência, regulando 

a diferenciação e a proliferação celular. A família ErbB ativa quatro vias de transdução 

de sinais que se sobrepõe, assim, quando o ligante dessa família interage com seu 

receptor, ocorre uma dimerização, com consequente mudança na conformação do 

receptor de quinases, ativando cascatas de sinalização intracelular. Entretanto, os níveis 

anormais de expressão desses marcadores trazem consequências na proliferação 

exacerbada das células tumorais, visto que 85% dos CCR possuem esses receptores 

superexpressos, que servem como marcador da progressão tumoral (13-15). 

Sucessivas mutações no tecido colorretal levam ao desenvolvimento do CCR. O 

gene da polipose adenomatosa de cólon é um gene supressor de tumor presente na via 

de sinalização intracelular Wnt, responsável pela proliferação, diferenciação e migração 

celular e que também regula a via da β-caderina que mantém o citoesqueleto intacto 

(16) e esse conjunto de fatores leva à multiplicação desenfreada de células tumorais. O 

desequilíbrio na via de sinalização Wnt pode aumentar a expressão de c-myc, que é 

outro fator de proliferação e também de diferenciação celular. Quando este gene está 

intacto, é responsável pela orientação do crescimento celular do cólon em direção ao 

intestino, porém quando há mutação, esse crescimento se torna desordenado e há uma 

tendência à formação de pólipos adenomatosos, que podem adquirir características de 

malignidade (17).  

Outros genes também estão associados ao CCR, como o KRAS, presente na via 

do MAPK e identificado em outras neoplasias (18). Essa via de sinalização das quinases 

relacionadas ao sinal extracelular (ERK MAPK) está fortemente ligada à proliferação e 

progressão oncogênica e está desregulada em 30% dos CCR, portanto, o crescimento 

das células tumorais é estimulado pela ligação de fatores de crescimento na membrana 

como o EGFR (Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico) (19).  O proto-oncogene 

BRAF têm incidência em 5-15% dos CCR e está associado ao aumento das proteínas 

quinases, e sua presença é clinicamente relevante, pois é diretamente ligado ao mau 
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prognóstico do paciente, que tem baixa taxa de resposta ao anticorpo anti- EGFR 

(Cetuximab) (20).  

O EGFR é uma glicoproteína transmembrana presente em muitos tecidos normais, 

membro da família de receptores de tirosina quinase (21), possuindo três domínios 

celulares: o domínio extracelular (porção N-terminal), que confere especificidade aos 

ligantes, o domínio transmembrana e o domínio intracelular ou C-terminal com 

atividade tirosina quinase, como ilustrado na figura 1. O domínio extracelular de EGFR 

sofre dimerização após a ligação com o receptor epidérmico humano (HER) e ativa a 

tirosina quinase intracelular (C-terminal). Em seguida, uma via de transdução sinais 

intracelulares é desencadeada a partir de fosforilações, que culminará na proliferação 

tumoral, apoptose, angiogênese e invasão tecidual (22). 

Outra molécula envolvida nos processos de carcinogênese é o receptor de proteína 

tirosina quinase 2, Erb-B2 ou HER2/neu. Esse proto-oncogene está localizado no 

cromossomo 17q21 (23), e sua superexpressão foi relatada em vários tumores de origem 

epitelial, incluindo pulmão (24), próstata (25), bexiga (26), pâncreas (27) e 

osteosarcoma (28), porém é um marcador mais comum em câncer de mama (29, 30) e 

em câncer do trato gastrointestinal (31-33), sendo detectado em 81,8% das metástases 

nos linfonodos (34).  

A transdução de sinal de HER2 ativa basicamente as vias que promovem a 

proliferação celular, como a proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), 

fosfoinositino 3 quinase (PI3K ou Akt), fosfolipase C, proteína quinase C e o transdutor 

de sinal e ativador de transcrição (STAT) (35). Um estudo de Yonesaka e colaboradores 

demonstrou que a via de sinalização do HER2 promove resistência ao anticorpo 

Cetuximab (anti-EGFR) in vitro e in vivo, seja pela sua amplificação ou suprarregulação 

de heregulina, que leva a sinalização de ERK 1/2 (proteína serina treonina quinase) 

responsáveis por vias de fatores de migração, adesão, progressão do ciclo celular (36). 
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Figura 1. Representação esquemática dos receptores de fatores epidérmicos EGFR e HER2. A. Os 

receptores transmembrana interagem com seus respectivos ligantes, promovendo a ativação de vias de 

transdução de sinais, levando a mecanismos de sobrevivência, proliferação e imortalização celular. B. Os 

anticorpos monoclonais ligam-se nos sítios ativos dos receptores e impedindo que os ligantes ativem a 

cascata de sinalização intracelular, impedindo a manutenção da viabilidade celular [adaptado (37, 38)]. 

 

Os dois anticorpos comercialmente disponíveis empregados na clínica são o 

cetuximab (dirigido contra o EGFR) e o transtuzumab (dirigido ao HER2), ambos 

capazes de promover aumento do tempo livre de progressão da doença, bem como da 

sobrevida do paciente (39). Entretanto, há casos de resistência aos anticorpos, muitos 

deles associados  ao aumento da expressão de HER2 (40). Desse modo, a associação 

desses dois anticorpos poderia favorecer o combate de tipos celulares resistentes ao 

cetuximab ou ao transtuzumab. Além disso, o uso de tais anticorpos deveria estar 

associado à quimioterapia para garantir maior eficiência de combate ao tumor. 

Uma gama de quimioterápicos é empregada no tratamento do CCR, sejam eles 

sozinhos ou combinados com outros fármacos. (41). Os esquemas quimioterápicos 

convencionais se baseiam no uso de 5-fluorouracil (5FU), geralmente associado ao 

ácido fólico, leucovorina e ao irinotecan (FOLFIRI) ou à leucovorina e oxaliplatina 

(FOLFOX) ou leucovorina, 5FU, oxaliplatina e irinotecan (FOLFOXIRI) (42-44), 

também ao CapeOx (oxaliplatina e capecitabina) sendo que esses esquemas apresentam 

eficiência terapêutica de 6 a 67% (45). A associação de medicamentos é comum para 

combater o câncer e, no caso do câncer colorretal, o medicamento de escolha é o 5FU. 

Essa droga aumenta a taxa de cura, prolongando a vida dos pacientes, no entanto, seus 

efeitos colaterais são intensos, sendo necessária novas estratégias que diminuam esses 

sintomas.  

O 5FU (Figura 2) é um fármaco que atua na via do folato, essencial para a 

síntese de DNA e divisão celular, promovendo quebra do material genético. Sucessivas 

reações de fosforilação conduzem à formação de três compostos ativos do fármaco: a) 

monofosfato de fluorodesoxiuridina (5FdUMP) que se liga na enzima timidilato-sintase 

resultando em inibição da síntese de DNA e indução de apoptose; b) trifosfato de 

fluorouridina (5FUTP), que  incorpora nucleotídeos presente em RNA, fazendo com 
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que o processamento do RNA seja anormal; e c) 5-fluorodesoxiuridina-trifosfato 

(5FdUTP), que conduz à má incorporação de nucleotídeos no DNA, resultando em 

quebras da cadeia de DNA (46). 

 

Figura 2. Fórmula estrutural do 5-fluoro-1H-pirimidina-2,4-diona. O 5-fluorouracil é um análogo de 

pirimidina, antimetabólito antineoplásico, que interfere na síntese de DNA, bloqueando a conversão o 

ácido desoxiuridílico em ácido timidílico pela enzima timidilato sintase (46). 

 

O 5FU, assim como os demais quimioterápicos antitumorais, apresenta muitos 

efeitos colaterais, usualmente manifestadas como alterações cutâneas e de mucosa, e 

disfunções gastrintestinais, cardiovasculares e hematopoiéticas, sendo necessário uma 

pausa entre as aplicações para que seja detoxificada pela via hepática e excretada pela 

urina (9, 47, 48). Um dos problemas decorrentes desse esquema terapêutico é que o 

período de 3-4 semanas exigido entre as aplicações, pode permitir a adaptação e 

replicação das variantes quimiorresistentes, favorecendo a ocorrência de recidivas. 

Assim, seria desejável utilizar estratégias para direcionar o quimioterápico às células 

alvo, reduzindo a concentração do fármaco circulante e, consequentemente, diminuindo 

os efeitos colaterais da quimioterapia, sem perder a eficiência contra as células 

tumorais. Para isso, poderia ser utilizado um sistema nanoestruturado para o 

carreamento do fármaco 5FU diretamente para células tumorais que expressam EGFR 

ou HER2. A viabilidade de transporte de 5FU por nanocarreadores foi demonstrada, por 

exemplo, com o uso de nanopartículas de sílica mesoporosa recobertas com EGF para 

carrear o 5FU até as células tumorais com resistência ao fármaco, observando-se que 

sua entrega diretamente à célula-alvo superou a quimioresistência, através da parada do 

ciclo celular na fase S (9). 

Apesar dos avanços nos estudos dos nanomateriais, dados sobre a viabilidade de 

uso dos sistemas nanoestuturados ainda são inconclusivos. Órgãos de saúde mundiais 

controlam o emprego dessas nanocarreadores e a Food and Drug Administration (FDA) 

já aprovou o uso de alguns nanomateriais para uso clínico como o ácido poli-lático-co-

glicólico (PLGA) como nanofármaco enquanto outros carreadores, como as 
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nanopartículas de ouro estão sendo investigadas quanto ao seu potencial para uso 

terapêutico.  

 

A NANOTECNOLOGIA COMO UMA NOVA ABORDAGEM TERAPÊUTICA 

 

 O desenvolvimento de nanocarreadores de fármacos ou substâncias tóxicas para 

as células tumorais pode representar um caminho para favorecer o ataque às células 

tumorais com redução de efeitos colaterais. A nanotecnologia é uma área 

multidisciplinar que envolve a pesquisa de novos materiais sendo utilizada em diversos 

campos como a indústria farmacêutica, eletrônica, mecânica, química e alimentícia (4), 

sendo compreendida como a ciência que estuda estruturas em escala de 1 a 100 

nanômetros (nm) (49) cujas propriedades físico-químicas ainda não são totalmente 

conhecidas (50, 51).  

Um dos desafios da nanotecnologia é o comportamento das partículas quando 

em contato com os fluidos biológicos, pois podem sofrer agregação e, 

consequentemente, causar entupimento de capilares; ou formar proteínas “coronas”, 

decorrentes da interação de moléculas do próprio organismo com a superfície reativa 

das nanopartículas, formando uma coroa proteica, devido à carga elétrica superficial. 

Essas proteínas coronas podem ser prejudiciais à entrega de drogas e também impedir o 

carreamento dessas partículas por anticorpos às células de interesse (52-54).  

Diversos outros tipos de nanopartículas foram desenvolvidos no intuito de 

carrear fármacos e/ou adjuvantes para as mais variadas patologias, especialmente no 

combate ao câncer, como mostra a Tabela 1. Novos tratamentos são intensamente 

estudados e aplicados na prática, entretanto muitos deles falham devido a mecanismos 

de escape tumoral ou até mesmo desenvolvem resistência à quimioterapia (51). 

Algumas dessas nanoestruturas mostraram-se promissoras no tratamento antitumoral e 

tem perspectivas de uso na clínica.  

a. Nanopartículas de ouro e as aplicabilidades em terapias alvo 

Nanopartículas de metais nobres despertam interesse devido à capacidade de 

modelagem com precisão atômica. Esse tipo de nanopartícula também tem uma forte 

relação com ressonância de superfície plasmônica, que se define pela oscilação coletiva 
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das cargas dos elétrons superficiais na interface de metais e isolantes que interagem com 

a luz visível, ou seja, quando a frequência plasmônica entra em ressonância com a 

frequência de um fóton incidente, gera o fenômeno de ressonância plasmônica de 

superfície localizada (Localized Surface Plasmon Resonance - LSPR) (55, 56). Esse 

fenômeno é de grande interesse, pois fornece, a olho nu, diferentes colorações de 

suspensão de materiais que são dependentes do formato das partículas e da distância que 

cada uma ocupa no espaço e também dependem do solvente e cuja corrente elétrica que 

as envolvem (57). 
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Tabela 1: Nanopartículas transportadoras de quimioterápicos  

Nanopartícula Quimioterápico Célula-Alvo Eficiência Referência 

PLGA - PEG Paclitaxel e 

cisplatina 

344SQ 

H460 

A549 

camundongos 

In vitro, não houve diferença entre as drogas encapsuladas ou co-

encapsuladas, já in vivo houve um aumento da apoptose com o co-

encapsulamento 

(58) 

Lipídicas sólidas Oxaliplatina e 

ácido fólico 

HT-29 O compósito exibiu maior toxicidade pela adição do ácido fólico que 

aumentou a absorção celular 

(59) 

Albumina Erlotinib ASPC-1 

PANC-1 

Reduziu a concentração de quimioterápico para a morte celular 

comparado com a forma livre 

(60) 

 

Sílica 

mesosporosa 

Epirubicina e 

MUC1 

MCF-7 Citotoxicidade melhorada em comparação ao fármaco livre, alívio de 

efeitos colaterias 

(61) 

Doxorrubicina A549 Citotoxicidade efetiva na presença da droga encapsulada (62) 

5-fluorouracil HCT-116 NP aumentou a morte celular, porém teve efeitos adversos (63) 

 

Quitosana 

 

Docetaxcel C6 

Ratos 

In vitro, a morte foi mais eficiente que o fármaco livre e in vivo as 

NP tiveram maior biodistribuição sanguínea 

(64) 

 

Paclitaxel 

Caco-2 

Camundongos 

Ratos 

Melhora na mucoadesão e transporte intestinal do fármaco, prolongar 

a retenção e acúmulo de PTX no tumor, ácido fólico melhorou ainda 

mais os resultados 

(65) 

siRNA Bevacizumab A431 Supressão do gene VEGF e efeito terapêutico sinérgico quando 

associado ao anticorpo 

(66) 

 

Dendrimeros 

Gencitabina 

Anti-Ftl-1 

CFPAC-1 

Ratos 

In vitro, maior toxicidade para células VEGFR-1+ e in vivo a 

absorção celular foi maior na presença do fármaco 

(67) 

Nanotubos de 

carbono 

Temozolomida RG2 

Astrócitos 

Induzem morte por parada do ciclo celular e ativação da apoptose, 

tanto sozinhos quanto combinado com o antineoplásico 

(68) 

Quantum dots Doxorrubicina 

Óxido de zinco 

A549 

MRC-5 

Mostram atividade após a dissolução, a combinação mata as células 

cancerígenas por apoptose 

(69) 
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Tabela 2: Quimioterápicos carreados por nanoestruturas de ouro 

Nanoestrutura Droga Auxiliar Célula alvo Eficiência Referência 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nanopartícula 

de ouro 

 

 

Doxorrubicina 

Oligonucleotídeos SW480 

Balb/c nude 

Eficiência em baixas doses – in vitro e in vivo o 

compósito suprimiu o crescimento tumoral do 

xenoenxerto 

 

(70) 

 

 

Quercetina 

 

VEGFR-2 

EGFR 

MCF7 

MDA-MB-231 

HUVEC 

Sprague-Dawley 

Inibição da transição epitelial-mesenquimal, 

aumentou a atividade anti-angiogênica in vitro e ex 

vivo e diminuiu o tumor in vivo. Houve regressão 

das células tumorais que se tornaram próximas ao 

normal 

 

 

(71) 

 

Cisplatina 

 

Peptídeo RME 

Irradiação 

MDA-MB-231 

NOD/SCID 

A combinação da droga melhorou os efeitos da 

irradiação, no entanto o peptídeo teve efeito em 

mesma intensidade que a droga livre, mas não houve 

toxicidade intrínseca ou aumento de radiotoxicidade 

 

(72) 

Malato de 

sunitinib 

Tripeptídeo RGD MCF-7 

HUVEC 

Redução significativa da proliferação tumoral, 

propriedades anti-angiogênicas 

(73) 

 

 

Transtuzumabe 

Ácido dietileno 

triamina 

pentacético 

Radiação de 

elétrons 

SK-BR-3 

MDA-MB-361 

Mouse CD1 

atímicos 

Compósitos foram encaminhados para células 

HER2+, causaram danos ao DNA diminuindo a 

sobrevivência celular, diminuição do xenoenxerto 

HER2+ porém sem toxicidade aparente para as 

células saudáveis do tecido 

(74) 

 

 

 

Nanorods 

 

Doxorrubicina 

 

Albumina 

Fototermia 

RAW 264.7 

Tramp-C1 

C57Bl/6 

Entrega dos nanorods mediada por macrófagos 

associado a fototerapia, DOX liberada 

intracelularmente, migração e acumulo em regiões 

hipóxicas do tumor 

 

(75) 

 

 

____ 

 

Anti-EGFR 

Fototermia 

A549 

H520 

MB49 

camundongos 

Fototermia dos nanorods direcionados por EGFR 

teve efeitos significativos in vivo, sem toxicidade 

residual na dose de tratamento recomendada 

 

(76) 
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Dentre os sistemas que utilizam metais nobres para a produção de NP, destacam-se 

as nanopartículas de ouro (AuNP), intensamente investigadas por suas aplicabilidades em 

estudos de terapias alvo (77). AuNP apresentam propriedades físico-químicas que permitem 

a funcionalização com outros materiais como polímeros (78), fármacos (79), material 

genético (80), anticorpos (81) e aptâmeros (82), podendo ser aplicados como mecanismos de 

entrega específica de drogas (83), sensibilização de células (84), sistemas diagnósticos de 

imagem (85) ou até mesmo testes rápidos para detecção de patógenos (86). As propriedades 

ópticas e eletrônicas desse tipo de NP é especialmente interessante pois permite a entrega de 

fármacos a sítios específicos e, simultaneamente, pode ser induzida à hipertermia, utilizada 

no tratamento de câncer ou usada como contraste em radioterapia e outros métodos de 

diagnóstico por imagem (87). Alguns estudos de terapias alvo para o câncer utilizando 

AuNP estão especificados na Tabela 2.  

A síntese de AuNP pode ocorrer a partir de dois princípios: 1) Top-Down, em que o 

ouro em massa é partido até o tamanho nanométrico, envolvendo métodos físicos como laser 

e radiação ou 2) Top-Up, em que as estruturas são formadas a partir de átomos de Au, com 

metodologia química como a redução de íons de ouro. Nesse processo de síntese, 

primeiramente se faz a redução de precursor de ouro em solução salina de ouro utilizando 

agentes redutores como boroidrato e citrato de sódio, que reduzem Au (III) a Au. Em 

seguida, faz-se a estabilização do ouro com citrato de sódio ou alcano tióis para impedir a 

formação de agregados de ouro metálico e manter a dispersão de nanopartículas (88).  

A produção de AuNP pela redução com citrato de sódio foi primeiramente descrita 

por Turkevich em 1951, sendo o método mais aplicado na atualidade. O citrato de sódio é 

adicionado em maior concentração sobre o HAuCl4 mantido em câmara de refluxo sob 

fervura. Esse processo faz com que o HAuCl4 seja reduzido e, como produto, obtemos 

nanopartículas esféricas que, devido ao fenômeno de LSPR, mostra coloração “vermelho 

vinho” (89). O tamanho e forma das AuNP obtidas por esse método variam conforme o 

protocolo de redução pelo citrato de sódio.  

O Au (III) reduzido a Au produz NP com tamanho aproximado de 20 nm e o citrato 

de sódio tem por função estabilizar essa solução prevenindo a agregação. Com esse método 

é possível conseguir AuNP de 15 a 150 nm em formato esférico. O Au pode ser sintetizado 

em vários formatos, referidos como NP anisotrópicas como, nanorods (76), nanocubos (90), 

nanofios (91), nanopoliedros (92), dendritos (93) entre outros. Esses diferentes formatos e 
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tamanhos, bem como suas propriedades elétricas, físicas, químicas e biológicas influenciam 

a toxicidade das AuNP no nível celular e tecidual (88), pois afetam a absorção, distribuição, 

metabolismo e a excreção desses nanomateriais (94).  

Observou-se que as redes cristalinas de diferentes nanopartículas, isto é, a disposição 

dos átomos na formação das nanoestruturas, induzem a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), citotoxicidade e inflamação, causando danos celulares irreversíveis (95). 

Gunduz et al., observaram que baixas concentrações de AuNP com diâmetro de 12 nm, não 

produzem efeitos tóxicos, enquanto concentrações mais elevadas mostram significativa 

toxicidade. Em testes in vitro, os pesquisadores observaram que meio contendo 10% de soro 

fetal bovino (SFB) protege as células da ação das AuNP, de modo mais eficiente que o meio 

contendo 5% de SFB. Os autores atribuem essa proteção ao desdobramento de proteínas 

coronas presentes no SFB devido à alta energia superficial das NP. Ainda neste estudo, 

observaram o acúmulo de AuNP no citoplasma ao longo de 20 dias, seguido de um declínio 

significativo nos dias subsequentes, sugerindo que, ou há inibição da endocitose ao longo do 

tempo ou as NP são ativamente exocitadas pela célula. Em curto prazo, as NP não possuem 

efeitos tóxicos, porém, com a exposição crônica, as células são desafiadas a eliminá-las e 

diminuir o estresse das organelas (96).   

b. A interação das células tumorais com nanopartículas de ouro 

AuNP podem ser internalizadas por células tumorais por pinocitose ou fagocitose e, 

quando conjugadas a ligantes, podem ser internalizadas pela endocitose mediada por 

receptor e por micropinocitose (97).  Estudos experimentais para determinar a concentração 

de AuNP esféricas de diferentes tamanhos mostram que, em ratos, as maiores concentrações 

são encontradas no sangue, fígado e baço 24 h após a aplicação, com pequeno acúmulo no 

pulmão. As AuNP de 10 nm foram as que sofreram maior dispersão entre diferentes órgãos, 

atingindo concentrações mais elevadas no fígado e depois no baço, ou seja, em órgãos do 

sistema mononuclear fagocitário. Quando foi feita a associação da AuNP com polímero, 

observou-se um padrão de distribuição tecidual diferente, com redução do acúmulo no 

fígado e baço, de acordo com a diminuição do tamanho das nanopartículas. Frente a isto, 

pode-se observar que a associação de AuNP com agentes funcionalizantes são uma 

abordagem muito interessante, visto que as mesmas podem ser modificadas com ligantes 

ativos em concentrações muito maiores do que aquelas atingidas com lipossomos, por 

exemplo (98). 
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AuNP sofrem o efeito de acúmulo específico no local do tumor, pois massas 

tumorais solidas possuem vasos sanguíneos cujas junções celulares são mais espessas que as 

normais (100 a 780 nm contra 20nm em média no tecido normal). Esse espessamento 

provoca, por vezes, extravasamento de sangue (99, 100) e dessa forma, as AuNP conseguem 

atravessar o retículo endotelial e se depositar na massa tumoral (96).  

O sistema imunológico por sua vez, tenta barrar essas nanopartículas que são vistas 

como corpos estranhos pelas células fagocitárias, impedindo que cheguem ao sítio tumoral 

ou por opsonização e desempenhem sua função. Pensando nisso, alguns estudos mostraram 

que um revestimento hidrofóbico dessas AuNP, por exemplo, pode burlar os fagócitos 

através de mecanismos de escape de macrófagos presentes no tecido. Esse revestimento 

funcional, além de possibilitar a incorporação de moléculas de direcionamento e drogas 

ainda aumenta a meia-vida dessas substâncias em contato com o tumor (101, 102). 

Curley et al. (103) desenvolveram AuNP para carreamento de anti-EGFR combinado 

com radiofrequência, testados em camundongos Balb-c inoculados com células derivadas de 

câncer pancreático. In vitro, as AuNP foram internalizadas de acordo com o tempo de 

exposição, porém o anticorpo livre foi internalizado mais rapidamente e foi mais eficiente 

em provocar apoptose. In vivo, as AuNP foram detectadas no sítio de injeção intraperitoneal, 

no xenoenxerto tumoral, baço, fígado, pulmões e rim, no entanto, não houve lesão tecidual 

seja aguda ou crônica na análise histopatológica.   

Eghtedati et al. descreveram o uso de nanorods de ouro para carrear o anticorpo anti-

HER2/neu às células de câncer de mama, funcionalizando-os com polietilenoglicol com 

extremidade tiol a fim de promover o escape do sistema retículo endotelial. A toxicidade foi 

avaliada in vitro nas linhagens SKBR-3 e BT474 que superexpressam HER2, observando-se 

que a presença do anticorpo aumentou a ligação específica à HER2, resultado este, 

reproduzido em outras linhagens como fibroblastos, MCF-7 e MCF-10A. Devido ao 

fenômeno de “proteínas coronas”, o grupo incubou os nanorods em sangue para avaliar se a 

funcionalidade era alterada por incubação das partículas com sangue total e não constataram 

qualquer interferência. Finalmente, utilizando o modelo de xenoenxerto de células BT474 

em camundongos nude, acompanhado do tratamento com estradiol (para promover o 

crescimento hormônio-dependente) observaram que em 24 h os nanorods se acumularam no 

tumor, mas também no baço e fígado (104).  
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 Tendo em mente as propriedades dos nanocarreadores com matriz de metais nobres 

como o ouro, para a entrega de drogas direcionada por anticorpos monoclonais já utilizados 

na clínica, o presente estudo foi formulado para testar a hipótese de que o transporte de 

quimioterápicos através de nanocarreadores endereçados às células tumorais EFGR+ 

e/ou HER2+, poderá favorecer o uso de terapias combinadas para combater o câncer 

colorretal como mostra a Figura 3. 

 
 

Figura 3. A. Representação esquemática de AuNP recoberta MUA, 5FU e anticorpos monoclonais anti-HER2 

e anti-EGFR; e B. ação das AuNP sobre células tumorais. Na imagem são representados marcadores de 

superfície em verde (HER2 e ligante HER2) e em amarelo escuro (EGFR sofrendo a ação de anti-EGFR e a 

liberação controlada de 5FU), promovendo a morte da célula tumoral. 
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2. OBJETIVO  

 

Neste estudo objetivamos incrementar a eficiência de nanopartículas de ouro para 

transporte do quimioterápico 5-fluorouracil às células tumorais, fazendo seu endereçamento 

com anticorpos anti-EGFR e anti-HER2, tendo como objetivos específicos: 

a) Sintetizar as nanopartículas de ouro, funcionalizando-as com o quimioterápico 5- 

fluorouracil e anticorpos anti-HER e anti-EGFR; 

b) Caracterizar físico-químicamente os compósitos produzidos; 

c) Avaliar os efeitos dos compósitos sobre a viabilidade das células de carcinoma 

colorretal (HCT-116) e adenocarcinoma colorretal (Caco-2).   

d) Avaliar os efeitos dos compósitos sobre a proliferação das células de carcinoma 

colorretal (HCT-116) e adenocarcinoma colorretal (Caco-2).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

3. METODOLOGIA 

3.1 Síntese das AuNP 

As AuNP foram sintetizadas através do método padrão de redução do ácido 

tetracloroáurico (HAuCl4 – Sigma-Aldrich)  com citrato de sódio (Sigma-Aldrich) (86, 89, 

105). Brevemente, foi preparada uma solução à 0,1 M de HAuCl4 e outra de citrato de sódio 

diidratado a 0,68 M. A solução de HAuCl4 foi levada à câmara de refluxo sob fervura e 

agitação magnética constante, sendo observada uma coloração preta em ebulição após 

adição da solução de citrato de sódio diidratado. A solução foi mantida em ebulição e 

agitação por aproximadamente 5 min ou até atingir a coloração vermelho-vinho (86). As 

sínteses dos compósitos foram realizadas no departamento de química e bioquímica da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – campus de Botucatu. 

3.2 Modificação da superfície das AuNP com 11-mercaptoundecanóico 

A superfície das AuNP foi modificada com ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA-

Sigma-Aldrich). O MUA possui uma extremidade rica em tiol, que se liga irreversivelmente 

ao ouro e a extremidade livre é um grupamento carboxila para a posterior ligação de 5FU e 

dos anticorpos. Para isso, uma solução de MUA foi preparada a 0,1 mg/mL em etanol 

absoluto. Então, em um tubo cônico, adicionamos 100 µL da solução de MUA, para 

deposição de monocamada automontada de grupamento tiol ao ouro. A incorporação de 

MUA a AuNP foi avaliada por espectroscopia de luz visível. 

3.3 Modificação dos grupamentos carboxilas com EDC/NHS 

As carboxilas livres presentes no MUA foram tratadas com N-(3-dimetilaminopropil)-

N–etilcarbodiimida (EDC – Sigma-Aldrich) em combinação com N- Hidroxissuccinimida 

(NHS – Sigma-Aldrich). O EDC é uma carbodiimina utilizada para a ativação de carboxilas 

para a ligação de aminas primárias, produzindo ligações amida enquanto o NHS é um 

ativador que torna a combinação altamente reativa, possibilitando acoplar biomoléculas 

como 5-fluorouracil ou ainda os anticorpos monoclonais anti-EGFR e anti-HER2. A solução 

de EDC/NHS (1:1)  foi preparada de modo a conter 0,4 M de EDC e 0,1 M de NHS (86). 

Para cada 1 mL de suspensão de AuNP previamente modificada com MUA, adicionamos 

100 µL de EDC/NHS. A modificação das carboxilas livres do MUA pelo EDC/NHS foi 

avaliada por espectroscopia de luz visível. 
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3.4 Incorporação de 5-fluorouracil e dos anticorpos anti-EGFR e anti-HER2 às AuNP  

Os compósitos foram preparados misturando a suspensão de AuNP previamente 

modificadas com MUA e EDC/NHS com um mix de fármaco e anticorpos às concentrações 

finais de 7,7M de 5FU, e 100 µg/mL dos anticorpos anti-EGFR e anti-HER2. A mistura de 

AuNP, anti-HER-2 e anti-EGFR foi submetida a agitação a 50 rpm overnight à temperatura 

de 2 a 8º C. A suspensão foi então centrifugada a 8000xg durante 5 min. Algumas 

suspensões com coloração vermelho-vinho, indicando partículas de menor tamanho, foram 

submetidas à centrifugação a 12000xg por 20 min. Após a remoção do sobrenadante, os 

compósitos foram ressuspensos em água deionizada (106) e citrato de sódio a 1% (107), 

centrifugadas novamente e ressuspensas em água e citrato de sódio a 1%, em um volume 

final de 10 mL. As quantidades adicionadas foram 1mL de 5FU (50mg/mL) a 10 mL de 

AuNP, anti-HER-2 50 µL (22000μg/mL) e anti-EGFR 200µL (5000 μg/mL adicionamos 

citrato de sódio a 1% à suspensão, com o objetivo de repor o citrato eliminado na lavagem 

das AuNP, mantendo assim a sua dispersividade. Após, as diferentes funcionalizações das 

AuNP foram submetidas a esterilização por luz ultra-violeta em fluxo laminar vertical por 3 

horas, seguidas de teste de esterilidade com meio de cultura celular em estufa de CO2 a 5% à 

37ºC. As suspensões foram armazenadas em geladeira (2 a 8ºC) por 30 dias. Os compósitos 

produzidos foram: 

a) AuNP 

b) AuNP 5FU 

c) AuNP HER2 

d) AuNP 5FU HER2 

e) AuNP EGFR  

f) AuNP 5FU EGFR 

g) AuNP HER2 EGFR 

h) AuNP 5FU HER2 EGFR 

 

3.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 

A estrutura das AuNP foi analisada por microscopia eletrônica de transmissão (TEM), 

para evidenciar a incorporação dos materiais. Para isso, utilizamos grades de cobre de 150 

mesh, contendo película de carbono onde foram adicionadas as AuNP por dropcoating. 

Após, retiramos o excesso de líquido da grade encostando delicadamente a extremidade da 

grade em papel filtro. As amostras foram secas à temperatura ambiente overnight e a 

microscopia foi realizada no dia posterior. O equipamento utilizado foi o FEI 
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Company / modelo Tecnai G2 Spirit BioTWIN do Laboratório de Caracterização Estrutural 

do Departamento de Engenharia de Materiais da UFSCar, campus de São Carlos, SP. Os 

parâmetros utilizados foram: abertura C2=2; voltagem de aceleração: 200kV; spot-scan 8; 

magnitudes de 160Kx, 620Kx, 1.25Kx. 

3.6 Potencial zeta (ζ) 

As AuNP foram depositadas em cubetas acrílicas em formato “Y” contendo eletrodos 

para a determinação do potencial Zeta (ζ) hidrodinâmico. O potencial zeta mede a 

capacidade de repulsão ou atração eletrostática de cargas superficiais, semelhantes a uma 

microeletroforese, cujos efeitos se dão na estabilidade dos construtos. Tais medidas nos 

oferecem um detalhamento do estado de agregação de partículas, possibilitando a melhora 

das formulações para garantir melhor estabilidade das suspensões. É importante ressaltar 

que essas medidas são hidrodinâmicas, ou seja, a água forma uma camada de cargas ao redor 

da partícula, de modo que os tamanhos expressos nos resultados não são os diâmetros e o 

potencial ζ reais das partículas, visto que estão dispersas em água deionizada e NaCl. As 

análises foram realizadas nos Laboratório de eletroquímica – Instituto de Química (IQSC) e 

também no Laboratório de Nanomedicina e Nanotoxicologia, no Instituto de física (IFSC) – 

ambos localizados na Universidade de São Paulo, campus de São Carlos (USP-SC). 

3.7 Cálculo de número de partículas  

Com o tamanho de partículas em mãos, estimou-se matematicamente o número de 

partículas/mL de acordo com Haiss (108) contido em nossa amostra através da fórmula: 

  

Onde,  

N = número de partículas/mL;  

A450 = absorbância da amostra em 450 nm;  

d = diâmetro de partículas (nm).  

3.8 Cálculo da concentração da suspensão em massa  

Com o número de partículas estimado, foi possível calcular a concentração da suspensão 

em massa, determinada pela fórmula:  
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Onde,  

Cwt = Concentração em massa (g/mL);  

N = número de partículas/mL;  

r = raio da partícula (nm). 

3.9  Culturas de células de câncer colorretal 

Foram utilizadas células tumorais das linhagens de carcinoma colorretal humano HCT-

116 (resistente ao anti-EGFR) adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro e 

adenocarcinoma colorretal humano Caco-2 (sensível ao anti-HER2) gentilmente cedidas 

pelo professor Dr. Rodrigo Hernandes do Departamento de Microbiologia e Imunologia. As 

linhagens celulares foram mantidas em meio de cultura completo: meio RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco), 1% de piruvato de sódio 

(Sigma-Aldrich), 1% aminoácidos não essenciais (Sigma-Aldrich), e 25 mM HEPES 

(Sigma-aldrich), 1% de antibióticos e antimicóticos (Life Technologies) ] a 37°C e sob 

atmosfera de 5% CO2 (Shel Lab CO2 series), em garrafas de 75 cm3 até atingir 80% de 

confluência da monocamada.  

O projeto de pesquisa tem a aprovação do comitê de ética e pesquisa com seres humanos 

com Certificado de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE): 71397817.6.0000.5411. 

3.10 Análise da atividade antitumoral das nanopartículas. 

A atividade antitumoral das AuNP foi avaliada mediante a exposição das células 

tumorais com os diferentes grupos de nanopartículas em duas concentrações, 1010 ou 2x1010 

nanopartículas/mL. Os grupos testados foram: 

a) Controle negativo 

b) AuNP 

c) AuNP 5FU 

d) AuNP HER2 

e) AuNP 5FU HER2 

f) AuNP EGFR  

g) AuNP 5FU EGFR 

h) AuNP HER2 EGFR 
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i) AuNP 5FU HER2 EGFR 

j) 5FU livre 0,38 mM  

 

Para isso, utilizamos 5x104 células/mL em placas de 24 alvéolos, as quais foram 

mantidas overnight em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37º C para a aderência. Após a 

incubação, os alvéolos foram tratados com 1x1010 ou 2x1010 partículas/mL. A atividade 

antitumoral foi avaliada em 24 e 48 horas de tratamento. O volume final de cada alvéolo foi 

de 1 mL.  

3.11 Análise de apoptose e necrose por Anexina V e 7-AAD 

Ensaio de citotoxidade foi feito por marcação com anexina V–PE – marcador de 

apoptose (BD Biosciences) e 7-adenosino-actinomicina D - PerCP – marcador de necrose 

(7-AAD – BD Biosciences). Para isso, as células HCT-116 ou Caco-2 foram cultivadas 

como descrito no item anterior. 

A anexina V se liga especificamente à fosfatidil serina, uma proteína encontrada na face 

interna da membrana citoplasmática de modo que células cuja membrana encontra-se íntegra 

não são marcadas pela anexina V. Células em apoptose, no entanto, sofrem alterações na 

membrana e expõe a fosfatidilserina na face externa da célula, o que permite a marcação 

com anexina V (109). A 7AAD, por sua vez, tem forte afinidade com o DNA da célula, de 

modo que danos na membrana celular permitem a sua entrada na célula e marcação do ácido 

nucléico (110) . 

A seu tempo, os sobrenadantes dos alvéolos foram transferidos para tubos cônico de 15 

mL, seguido de lavagem dos alvéolos com 500 µL de PBS e recolhidos em seus respectivos 

tubos. As células aderentes foram removidas da superfície por tratamento com 200µL de 

tripsina adicionados nos alvéolos, seguido de incubação por 3 min à 37ºC em estufa de CO2, 

e lavagem com 500 µL de meio de cultura completo aquecido. Os alvéolos foram 

delicadamente lavados para evitar danos celulares e o conteúdo dos alvéolos foram 

transferidos para os tubos correspondentes, seguidas de centrifugação a 1200 rpm por 8 min. 

O sobrenadante foi descartado, seguido de duas lavagens com tampão de anexina V. O 

tampão de anexina V previamente diluído para a marcação celular. As células foram 

repassadas para tubos tipo eppendorf seguido da adição de 200 µL de tampão de anexina V e 

centrifugados à 10000 rpm por 0,5 min. O sobrenadante foi descartado e lavado uma 

segunda vez com o tampão. Adicionamos quantidade suficiente para completar 100 µL de 

tampão nos tubos e foi feita a marcação com anexina V (0,75 µL por tubo) seguido de 
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incubação por 20 min à temperatura ambiente. Após adicionamos 3µL de 7AAD e 200 µL 

de tampão de anexina V. A aquisição foi realizada em citômetro FACS CantoTM II (BD 

Biosciences) com software FACSDiva. Os resultados foram analisados no software FlowJo, 

versão vX.10.6 (Tree Stars Inc.) (111). 

3.12   Análise da proliferação por marcação com CellTrace™ far Red 

A análise da proliferação celular foi feita por marcação com CellTrace™ far Red - 

APC (ThermoFicher Scientific). O CellTrace é um corante intracelular fluorescente utilizado 

para verificar a taxa de proliferação de células em cultura. A marcação é feita inicialmente 

com o corante e as células são tratadas e incubadas para a divisão celular. Conforme essas 

células sofrem o processo de divisão celular, a quantidade de corante é dividida entre as 

células-filhas, sendo possível observar um decaimento da fluorescência do CellTrace, 

enquanto as células que não se multiplicaram, mantém fluorescência alta. Nesse caso, 

utilizamos o corante em aloficocianina (APC) que é lido no canal vermelho do citômetro de 

fluxo.  

 Para o ensaio, utilizamos 106 células separadas em tubos cônicos, lavadas e 

ressuspensas em 1 mL de PBS, seguido da adição de 0,25 µL de CellTrace™ e incubadas 

por 20 min a 37º C e ao abrigo da luz. Após, o volume foi completado com 5 mL de meio de 

cultura completo e incubado ao abrigo da luz por 5 min. As células foram centrifugadas a 

800 x g por 7 min, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em meio 

completo pré-aquecido a 37ºC. Para avaliar os efeitos dos compósitos sobre a atividade 

proliferativa das células tumorais Caco-2 e HCT-116, estas foram cultivadas em placas de 

24 alvéolos com 5x104 células por alvéolo e incubadas a 37° C sob atmosfera de 5% de CO2 

overnight. As células foram tratadas com 1x1010 e 2x1010 partículas/mL de cada compósito 

por 24, 48 e 72 horas. Em cada período, as células foram removidas por tripsinização, 

lavadas com PBS e fixadas para a leitura no último dia de incubação seguida de análise por 

citometria de fluxo (111). 

3.13 Análise estatística 

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para análise de variância seguidos dos 

testes de ANOVA com post-test de Tukey ou Dunnet para os dados paramétricos ou de 

Kruskal-Wallis, para dados não paramétricos, considerando-se significativas as diferenças 

com menos de 5% de probabilidade de erro (p≤ 0.05).  
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4. RESULTADOS  

4.1 Caracterização físico-química das AuNP por espectroscopia de UV-vis 

A espectroscopia de UV-vis determinou propriedades características de AuNP, bem como 

o deslocamento dos picos de absorbância e também o aumento do comprimento de onda 

indicam que houve incorporação de moléculas na superfície das AuNP. Esse padrão de 

espectroscopia (Figura 4) indica AuNP de forma esférica e de tamanho aproximado de 15 

nm de diâmetro, visto que o pico de absorbância de AuNP é de 518 nm, AuNP MUA 519 

nm, AuNP MUA+ EDC/NHS 591 nm, AuNP 5FU 534 nm, AuNP HER2 628 nm, AuNP 

5FU HER-2 542 nm, AuNP EGFR 605 nm, AuNP 5FU EGFR 531 nm, AuNP 5FU HER2 

EGFR 532 e AuNP HER2 EGFR 627 nm. A ausência de outros picos indica tratar-se de 

suspensão monodispersa, como confirmado por MET.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Espectroscopia de Luz UV-visível de AuNP. Na linha preta AuNP sem modificações; na laranja, 

modificadas MUA; na azul modificada com EDC/NHS; azul petróleo AuNP 5FU; na roxa 5FU HER2; verde 

limão 5FU EGFR; azul escuro AuNP 5FU HER2 EGFR; na vermelha AuNP HER2; vinho AuNP EGFR e rosa 

AuNP HER2 EGFR e 5FU.  

  

4.2 Estrutura das AuNP analisadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

A microscopia eletrônica de transmissão foi utilizada para avaliar a morfologia das 

AuNP produzidas neste trabalho e também para avaliar o tamanho de partículas pelo 

software ImageJ (NIH). A Figura 5 exibe nossas AuNP pura e suas diferentes 
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funcionalizações, tem imagens apresentadas em escala de 100 nm e 10 nm. As AuNP sem 

modificações de superfície apresentam um diâmetro médio de 11 nm, formato esférico e 

estão polidispersas (com exceção de AuNP HER2, AuNP EGFR e AuNP HER2 EGFR que 

mostraram aglomeração). A AuNP 5FU EGFR revelou aumento tênue, mas tamanho 

superior ao das outras produções de AuNP. 

 

 Figura 5. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) das AuNP. As escalas se encontram nos tamanhos 

de 100 nm e 10 nm respectivamente. A. AuNP; B. AuNP 5FU; C. AuNP HER2; D. AuNP 5FU HER-2; E. 

AuNP EGFR; F. AuNP 5FU EGFR; G. AuNP 5FU HER2 EGFR; H. AuNP HER2 EGFR. 

 

A tabela 3 mostra as dimensões das partículas sintetizadas para o presente estudo, 

estimadas a partir de imagens obtidas por MET, revelando estruturas com tamanho inferior a 
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20 nm.  Nossa nanopartícula pura, apresentou um tamanho médio de 11, 5 nm, como 

esperado para essa metodologia de redução de HAuCl4 com citrato de sódio. As 

incorporações subsequentes apresentaram um leve aumento na superfície, destacando-se a 

AuNP 5FU EGFR que tendeu ao aumento de 8 nm em relação a AuNP pura.  

O potencial zeta exibiu um perfil de cargas negativas e tanto na AuNP sozinha 

quanto nas que continham quimioterápico (tabela 3). Por outro lado, as nanopartículas que 

possuem apenas os anticorpos em sua composição, apontaram também carga negativa, 

porém próxima a zero. A Ressonância Plasmônica de Superfície Localizada (LSPR) 

caracteriza-se por um fenômeno óptico presente em nanopartículas metálicas, como as 

AuNP. O fenômeno se deve à oscilação coletiva de elétrons e quando um plasmon é 

formado, as cargas elétricas se alinham em um dos lados da partícula, porém logo voltam 

ao seu estado inicial.  A mudança de cor ocorre em estados de agregação pois a formação 

do plasmon leva a uma oscilação de campo elétrico que se desloca muito mais, ocorrendo 

um decaimento exponencial com a distância da superfície (9). Esse fenômeno permite a 

caracterização da amostra, cujos resultados foram ilustrados na figura 4. 

 

Tabela 3. Parâmetros físico-químicos das nanopartículas de ouro e dos respectivos 

compósitos (média e desvio padrão).  

 

Caracterização físico-química AuNP e seus construtos por ImageJ (tamanho) e Zetasizer Nano ZS90 (potencial 

zeta). AuNP: nanopartículas sem funcionalização; AuNP-5FU: AuNP funcionalizadas com 5FU; AuNP-HER2: 

AuNP funcionalizada com anti-HER2; AuNP-5FU-HER2: AuNP funcionalizada com 5FU e anticorpo anti-

HER-2; AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU EGFR: AuNP 

funcionalizada com 5FU e anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU HER2 EGFR: AuNP funcionalizada com 5 FU e 

os anticorpos anti-HER2 e anti-EGFR e AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com os anticorpos anti-HER-2 e 

anti-EGFR.  

Compósito Diâmetro (nm) Potencial zeta (mV) 

AuNP 11,5 ± 1,06 -46,5 ± 1,10 

AuNP 5FU 12,8 ± 1,5 -44,4 ± 2,90 

AuNP HER2 14,53 ± 1,09 -3,98 ± 0,316 

AuNP 5FU HER2 15,66 ± 0,7 -35,0 ± 0,806 

AuNP EGFR 14,9 ± 1,23 -7,45 ± 0,131 

AuNP 5FU EGFR 18,83 ± 1,52 -33,1 ± 3,78 

AuNP 5FU HER2 EGFR 15,43 ± 0,86 -22,6 ± 0,408 

AuNP HER2 EGFR 16,56 ± 1,04 -3,03 ± 0,539 
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4.3 Quantificação de partículas 

 

A fim de determinar a concentração utilizada nos tratamentos nos ensaios in vitro, 

realizamos cálculos matemáticos para estimar o número de partículas que usaríamos para 

cada tratamento. No primeiro momento, utilizamos o cálculo de número de partículas 

descrito por Haiss (108) com base no tamanho das partículas e no comprimento de onda que 

elas exibem. Esse cálculo estimou o intervalo de 0,57 a 2,95x1012 nanopartículas/mL. 

Observamos que os procedimentos de lavagem das nanopartículas levaram à perda de parte 

do material. Os resultados são expressos na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Estimativa de número de partículas/mL com base na espectroscopia UV-vis 
 

 

Estimativa de número de partículas/mL utilizando o diâmetro de partícula obtido por ImageJ (tamanho) e A450 

– Absorbância em 450 nm. AuNP: nanopartículas sem funcionalização; AuNP-5FU: AuNP funcionalizadas 

com 5FU; AuNP-HER2: AuNP funcionalizada com anti-HER2; AuNP-5FU-HER2: AuNP funcionalizada com 

5FU e anticorpo anti-HER-2; AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU 

EGFR: AuNP funcionalizada com 5FU e anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU HER2 EGFR: AuNP 

funcionalizada com5 FU e os anticorpos anti-HER2 e anti-EGFR e AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com 

os anticorpos anti-HER-2 e anti-EGFR. 

 

Um segundo cálculo foi realizado, dessa vez para estimar a massa das partículas, 

utilizando a quantidade de partículas do primeiro cálculo. Estimamos que nossas partículas 

apresentem massa de 45 a 26,13 µg/mL-1, como descrito na tabela 5.  

 

 

Compósito Diâmetro (nm) A450 Nº de partículas (x1012) mL-1 

AuNP 11,5 ± 1,06 1,556 2,95 

AuNP 5FU 12,8 ± 1,5 1,150 1,73 

AuNP HER2 14,53 ± 1,09 0,676 0,84 

AuNP 5FU HER2 15,66 ± 0,7 0,791 0,832 

AuNP EGFR 14,9 ± 1,23 0,716 0,843 

AuNP 5FU EGFR 18,83 ± 1,52 1,316 1,186 

AuNP 5FU HER2 EGFR 15,43 ± 0,86 1,121 1,22 

AuNP HER2 EGFR 16,56 ± 1,04 0,613 0,57 
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Tabela 5. Cálculo da massa dos compósitos com base no número e no raio das partículas 

 

 

Massa obtida através de cálculo utilizando raio e o número das partículas obtidos na tabela 4. AuNP: 

nanopartículas sem funcionalização; AuNP-5FU: AuNP funcionalizadas com 5FU; AuNP-HER2: AuNP 

funcionalizada com anti-HER2; AuNP-5FU-HER2: AuNP funcionalizada com 5FU e anticorpo anti-HER-2; 

AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU EGFR: AuNP funcionalizada com 

5FU e anticorpo anti-EGFR. AuNP-5FU HER2 EGFR: AuNP funcionalizada com 5 FU e os anticorpos anti-

HER2 e anti-EGFR e AuNP-EGFR: AuNP funcionalizada com os anticorpos anti-HER-2 e anti-EGFR. 

 

4.4 Avaliação da toxicidade dos construtos sobre as células tumorais  

 

A toxicidade sobre as células foi avaliada através do ensaio de apoptose/necrose 

celular por citometria de fluxo, utilizando anexina V e 7AAD a fim de determinar a eficácia 

dos compósitos na eliminação das células tumorais. As células HCT-116 e Caco-2 foram 

tratadas por 24 e 48 horas com as diferentes AuNP. A estratégia de gating foi realizada 

conforme a figura 6 e os resultados foram divididos em apoptose recente (Q1) e apoptose 

tardia/necrose (somatório dos quadrantes Q2 e Q3). 

Os resultados apresentados foram normalizados em relação ao controle e expressos 

como Δ toxicidade, isto é, a diferença entre os ensaios teste e o controle (Δ toxicidade= % 

apoptose induzida pelo tratamento - % apoptose controle). 

Compósito Raio (nm) Nº de partículas (x1012) mL-1 Cwt (µg/mL-1) 

AuNP 5,75  2,95 45,29 

AuNP 5FU 6,4 1,73 36,62 

AuNP HER2 7,265  0,84 17,78 

AuNP 5FU HER2 7,83  0,832 27,0 

AuNP EGFR 7,45  0,843 56,88 

AuNP 5FU EGFR 9,415  1,186 39,6 

AuNP 5FU HER2 EGFR 7,715  1,22 45,24 

AuNP HER2 EGFR 8,28  0,57 26,13 
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Figura 6. Estratégia de gating para análise de viabilidade celular no software FlowJo. A. A contagem de 

células é dada por complexidade das estruturas internas (SSC – Side Scatter) e volume celular (FSC – Forward 

Scatter), cada ponto é representativo de uma célula que foi lida no citômetro. B. Gating na população celular 

de interesse, excluindo debris celulares, na figura representada pelo tubo controle negativo do experimento, 

onde 89,9% de células são viáveis. C. Gating selecionado para separar a marcação de anexina V+ - PE (Q1), 

dupla marcação (Q2), marcado apenas com 7AAD+ - PerCP (Q3) e viáveis (Q4).  

 

 Para melhor visualização, as figuras 7 e 8 ilustram dotplots dos dados obtidos por 

citometria de fluxo para a linhagem Caco-2, tratadas por 24 e 48 horas, respectivamente. 

Para essas figuras, mostramos a eficiência dos construtos contendo o anti-EGFR, bem como 

os controles negativos, AuNP, AuNP 5FU e também o 5FU na forma livre (0,38mM).  Os 

dados de todos os tratamentos realizados encontram-se nas figuras seguintes, os quais foram 

normalizados e representados em gráficos de barra. 

 Na figura 9 representamos os dados sobre a capacidade das AuNP induzir apoptose 

nas células Caco-2 em 24 ou 48 horas representado na figura 8, utilizando duas quantidades 

diferentes dos construtos, isto é, 1010 NP/mL ou 2x1010 NP/mL. Nossos resultados indicam 

suscetibilidade das células Caco-2 à apoptose precoce induzido por 2x1010 NP/mL de AuNP 

5FU EGFR, de modo a similar ao 5FU livre, com diferença estatisticamente significativa 

entre os tratamentos AuNP EGFR e AuNP 5FU EGFR.  

A avaliação feita após 48h de exposição (Figura 10) às duas concentrações de NP 

mostra a mesma tendência de atividade, especialmente quando desafiamos as células com 

2x1010 NP/mL. É importante ressaltar que no período de 48h o efeito pró-apoptótico dos 

compósitos carregados com 5FU anti-EGFR foi mais elevado que a droga isoladamente 

(Figura 10C).  
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Figura 7. Representação dos dados obtidos por citometria de fluxo sobre a linhagem celular Caco-2. Os tratamentos foram: Controle negativo, 5FU livre, AuNP, AuNP 5FU, 

AuNP EGFR e AuNP 5FU EGFR nas concentrações de 1010 e 2x1010 partículas/mL, incubadas por 24 horas. Os dotplot foram analisados pelo software FlowJo, 

demonstrando a eficácia do tratamento AuNP 5FU EGFR já nas primeiras 24h de estudo (dados representativos de três repetições). 
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Figura 8. Representação dos dados obtidos por citometria de fluxo sobre a linhagem celular Caco-2. Os tratamentos foram: Controle negativo, 5FU livre, AuNP, AuNP 5FU, 

AuNP EGFR e AuNP 5FU EGFR nas concentrações de 1010 e 2x1010 partículas/mL, tratadas por 48 horas. Os dotplot foram analisados pelo software FlowJo e demonstram a 

eficiência do tratamento AuNP 5FU EGFR onde restaram pouco menos de 10% de células viáveis na maior concentração testada (dados representativos de três repetições). 
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Figura 9. Citotoxicidade dos compósitos sobre células Caco-2 tratadas por 24 horas. A.  Apoptose precoce (anexina V+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. B. apoptose precoce 

tratadas com 2x1010 AuNP/mL. C. apoptose tardia/necrose (anexina V+ e 7AAD+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. D. apoptose tardia/necrose tratadas com 2x1010 AuNP/mL. 

A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA com post-test de Tukey, com significância de p < 0,05. 
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Figura 10. Citotoxicidade dos compósitos sobre células Caco-2 tratadas por 48 horas. A.  Apoptose precoce (anexina V+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. B. apoptose precoce 

tratadas com 2x1010 AuNP/mL. C. apoptose tardia/necrose (anexina V+ e 7AAD+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. D. apoptose tardia/necrose tratadas com 2x1010 AuNP/mL. 

A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA com post-test de Tukey, com significância de p < 0,05.
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Nossos resultados indicam que o anticorpo anti-HER2 não foi eficiente em promover 

o endereçamento das partículas às células Caco-2 para induzir apoptose, independentemente 

da quantidade de partículas adicionadas à cultura celular. 

Por outro lado, as células HCT-116 mostraram-se mais resistentes do que as Caco-2, 

observando-se baixos níveis de apoptose sob desafio com as NP no período de 24 horas 

(Figura 11). Apenas após 48 horas foi possível observar uma tendência de aumento na 

capacidade das AuNP 5FU EGFR em provocar apoptose precoce dessas células, tanto com o 

uso de 1010 quanto de 2x1010 NP/mL (Figura 12 E, G) e também para essa linhagem celular 

não observamos ação relevante atribuível a incorporação de anticorpo anti-HER2 às 

partículas. 

Outro ponto relevante, é que a AuNP por si só não provocou ação apoptótica e/ou 

necrótica em relação ao controle em nenhuma das linhagens, atestando que o potencial 

citotóxico dos compósitos foi exclusivamente da incorporação das moléculas propostas.  
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Figura 11.  Citotoxicidade das nanopartículas de ouro e funcionalizações sobre células de carcinoma colorretal humano HCT-116 tratadas por 24 horas. Os resultados são 

apresentados em diferença dos tratamentos em relação ao grupo controle. A.  Células em apoptose recente (anexina V+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. B. células em 

apoptose recente tratadas com 2x1010 AuNP/mL. C. células em apoptose tardia/necrose (anexina V+ e 7AAD+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. D. células em apoptose 

tardia/necrose tratadas com 2x1010 AuNP/mL. A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA com post-test de Tukey, com significância de p < 0,05. 
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Figura 12.  Citotoxicidade das nanopartículas de ouro e funcionalizações sobre células de carcinoma colorretal humano HCT-116 tratadas por 48 horas. Os resultados são 

apresentados em diferença dos tratamentos em relação ao grupo controle. A.  Células em apoptose recente (anexina V+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. B. células em 

apoptose recente tratadas com 2x1010 AuNP/mL. C. células em apoptose tardia/necrose (anexina V+ e 7AAD+) tratadas com 1x1010 AuNP/mL. D. células em apoptose 

tardia/necrose tratadas com 2x1010 AuNP/mL. A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA com post-test de Tukey, com significância de p < 0,05.
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4.5 Ação antiproliferativa dos compósitos de ouro  

Para ter uma visão mais clara da eficiência dos compósitos sintetizados em nosso 

estudo, utilizamos o ensaio de proliferação celular para avaliar se as partículas seriam 

capazes de impedir a proliferação das células tumorais. Nesse ensaio, o fluorocromo foi 

inserido no citoplasma das células no tempo zero, de modo que inicialmente todas essas 

células possuem a mesma quantidade de fluorocromo. À medida que essas células se 

dividem há uma diluição da fluorescência, como mostrado na Figura 13, ficando cada 

célula-filha com metade da intensidade de fluorescência da célula-mãe (sem diluição). Tem-

se, portanto, que a proliferação é inversamente proporcional à intensidade de fluorescência 

detectada. 

 

Figura 13. Figura representativa do ensaio de proliferação celular por CellTrace™. A) as células são 

previamente coradas com o CellTrace™, no processo de divisão celular, o corante é dividindo entre o 

citoplasma das células filhas, diminuindo a concentração a cada ciclo. B) Histograma da marcação com 

CellTrace no grupo controle. O pico vermelho é referente a 24 h de tratamento; o azul 48 h; o laranja 72h. 

Cada pico representa a divisão celular e consequentemente a diluição do CellTrace no citoplasma. C) 

Tratamento com AuNP 5FU EGFR na concentração de 2x1010 NP/mL. As células deste tratamento não 

proliferaram, devido a citotoxicidade do tratamento, nota-se também a diminuição na intensidade da 

fluorescência. D) Tratamento com 5FU livre (0,38mM), nesse tratamento as células não sofreram divisão 

celular devido a sua ação citotóxica. 
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 Esse ensaio nos permitiu observar que as partículas que contém 5FU em sua 

formulação foram mais eficientes que aquelas contendo apenas os anticorpos. Observamos 

que as células HCT-116 (Figura 14) e Caco-2 (Figura 15) foram igualmente afetadas pela 

exposição a tais compósitos, em especial a AuNP 5FU EGFR, AuNP 5FU HER2 EGFR e 

AuNP 5FU HER2. Esse padrão repetiu-se em todos os 3 períodos de avaliação (24, 48 e 

72h), mas foi mais evidente após 72h de cultura. Não encontramos correlação com a 

atividade de NP adicionadas à cultura, isto é, tanto as culturas desafiadas com 1010 quanto 

aquelas desafiadas com 2x1010, apresentaram os mesmos perfis de susceptibilidade aos 

compósitos.  

 

Figura 14. Índice de proliferação celular na linhagem de carcinoma colorretal HCT-116 avaliando a diluição 

de CellTrace™ no citoplasma das células. As células foram coradas, tratadas (1 ou 2x1010 NP/mL) e recolhidas 

nos tempos de 24, 48 e 72h: A) 24h com 1x1010 NP/mL; B) 24h com 2x1010 NP/mL; C) 48h com 1x1010 

NP/mL; D) 48h com 2x1010 NP/mL e E) 72h com 1x1010 NP/mL e F) 72h com 2x1010 NP/mL. A análise 

estatística foi realizada por one-way ANOVA seguido de post-test de Dunnet, com significância de p < 0,05. 
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Figura 15. Índice de proliferação celular na linhagem de adenocarcinoma colorretal Caco-2 avaliando a 

diluição de CellTrace™ no citoplasma das células. As células foram coradas, tratadas (1 ou 2x1010 NP/mL) e 

recolhidas nos tempos de 24, 48 e 72h: A) 24h com 1x1010 NP/mL; B) 24h com 2x1010 NP/mL; C) 48h com 

1x1010 NP/mL; D) 48h com 2x1010 NP/mL e E) 72h com 1x1010 NP/mL e F) 72h com 2x1010 NP/mL. A análise 

estatística foi realizada por one-way ANOVA seguido de post-test de Dunnet, com significância de p < 0,05. 
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5 DISCUSSÃO  

AuNP são conhecidas por suas propriedades colorimétricas (7), dependendo do 

tamanho, formato e estado de agregação e/ou aglomeração, as AuNP mudam de coloração. 

Nanopartículas esféricas de ouro com tamanho aproximado de 15 nm possuem coloração 

“vermelho vinho” quando recém-sintetizada, tornando-se mais roxas, quanto maior seu 

estado de agregação (8). Assim, o fenômeno de ressonância plasmônica, permitiu comprovar 

a síntese das AuNP, mostrando a característica avermelhada cujo comprimento de onda no 

espectro visível é entre 500-600 nm (9).  

Nosso maior desafio foi a manipulação das AuNP para viabilizar a incorporação dos 

materiais propostos sem que o procedimento promovesse agregação das partículas. As 

primeiras amostras sintetizadas foram revestidas com polietilenoimina (PEI), polímero 

sintético rico em grupamentos amina, objetivando minimizar possíveis efeitos tóxicos das 

nanopartículas e também fornecer maior superfície de ligação do quimioterápico e dos dois 

anticorpos. Entretanto, a funcionalização polimérica foi ineficiente, visto que formou 

agregados aglomerados nas AuNP. Decidimos então modificar o protocolo, excluindo a 

etapa de polimerização com PEI e observamos uma melhoria no aspecto das nanopartículas, 

como demonstrado nas imagens obtidas por MET. 

Existem quatro tipos de estruturas que as AuNP podem formar após a sua 

construção, essas estruturas descritas foram importantes nas nossas análises, visto que em 

um primeiro momento, nossas AuNP que foram funcionalizadas com PEI mostraram 

agregados aglomerados, nossa preocupação foi evitar essas estruturas.  

O primeiro tipo de estrutura são as partículas primárias, consistem AuNP dispersas 

como as ilustradas na figura 5A e 5B. Com a adição de moléculas orgânicas, a segunda 

estrutura formada são os aglomerados de partículas primárias, ou seja, as AuNP se 

aproximaram devido a interações físico-químicas, porém as formas das AuNP são bem 

evidentes, não havendo sobreposição de partículas e foram evidenciadas nas figuras 5C, 5D, 

5E, 5F, 5G e 5H. A terceira formação são os agregados e sua característica é a ausência de 

definição entre as AuNP, pois há sobreposição das nanoestruturas. A quarta e última 

formação são os agregados aglomerados e, nesse caso, a agregação é tão intensa que não se 

tem distinção das AuNP, apenas uma massa é vista nas imagens de MET. Vale ressaltar que 

essa classificação foi realizada com imagens de MET em escala de 10 nm (112). 
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Para comprovar as ligações dos agentes funcionalizantes, realizamos a 

espectroscopia de UV/visível, o qual pico inicial foi de 518 nm, característico de 

nanopartículas de ouro, cujo Au (III) foi reduzido pelo citrato de sódio (113). A cada 

incorporação foi possível observar o deslocamento do pico para a direita, ou seja, o aumento 

seu espectro de absorção, indicando que as moléculas foram incorporadas às AuNP (114). 

Essa caracterização também foi essencial para o cálculo de número de partículas utilizado 

para os tratamentos em ensaios biológicos. 

As AuNP foram funcionalizadas para torná-las compatíveis pela inserção de 11-

mercaptoundecanóico (MUA) servindo como uma ponte entre a nanopartícula e a droga e os 

anticorpos. Essa funcionalização reduz a toxicidade direta das nanopartículas por reduzir sua 

hidrofobicidade e aumentar sua dispersividade (115). Esse procedimento foi feito pelo 

método de deposição de camada auto-montada, introduzindo uma ligação tiol ao Au e deixa 

uma extremidade carboxila livre (116). Essa carboxila foi então modificada com EDC e 

NHS para ativação dos grupos carboxila, para permitir a imobilização de compostos 

amínicos (117), como é o caso do 5FU e dos anticorpos.  Após funcionalização com MUA, 

EDC/NHS, notamos uma alteração na coloração pela mudança superficial e também do 

tamanho das partículas quando adicionamos o EDC/NHS, que foi revertido rapidamente 

após a adição de 5FU. Nos grupos que contêm apenas os anticorpos, as AuNP 

permaneceram com coloração arroxeada. 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) exibiu imagens de nossas 

nanopartículas que tiveram um tamanho em torno de 10-15 nm de diâmetro. A inserção de 

5FU não demonstrou um aumento no diâmetro significativo, permanecendo com 

aproximadamente 12 nm, visto que a molécula  de 5FU possui o tamanho de 5,3 Angström 

(118). Observações compatíveis com dados da literatura de que AuNP acopladas com 

glutationa, molécula maior que o 5FU, não apresenta crescimento de diâmetro superficial 

(79). Em outro estudo utilizando a cisplatina, as AuNP obtidas tinham 13 nm, também não 

alterado com a adição da droga (119), esses resultados confirmam os dados encontrados na 

espectroscopia de UV-visível.  

As funcionalizações com o quimioterápico e anticorpos evidenciaram aumento do 

diâmetro médio das partículas, entretanto, o deslocamento dos picos constatados na 

espectroscopia de luz UV-visível, foram muito altos, possivelmente devido a aglomeração 

de partículas como mostrado nas imagens de MET (120), com exceção de AuNP 5FU EGFR 

que não apresentou grandes aglomerados.   
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Esses aglomerados encontrados nas imagens de MET se devem principalmente pela 

incorporação das moléculas orgânicas, no caso, os anticorpos, os quais induziram a 

formação de ligações não-covalentes, o que permitiu a aproximação das nanopartículas 

(121).   

Adicionalmente aos testes de caracterização físico-química, o potencial zeta 

complementou nossos dados no que diz respeito ao estado de aglomeração de alguns de 

nossos compósitos. As nanopartículas que permaneceram dispersas em suspensão 

apresentaram potencial zeta hidrodinâmico superior a -20 mV, mantendo as AuNP afastadas, 

repelindo-se através de alta carga de superfície. Em contrapartida, as AuNP conjugadas 

apenas com os anticorpos, expressaram carga de superfície muito próxima de zero, o que 

explica o fenômeno de aglomeração observado nesses grupos (122).  

Deka et al. demonstraram o potencial de DNA de fita simples sequestrar os íons 

citrato que recobrem as nanopartículas de ouro (107) e acreditamos que os anticorpos 

utilizados no nosso estudo tenham tido o mesmo efeito. Esse é um evento difícil de ser 

revertido, visto que houve a adição de íons citrato na suspensão e mesmo assim o efeito não 

foi revertido de forma total.    

Nanopartículas são carregadas superficialmente e se comportam de maneiras 

distintas frente às variações de pH (12,15). Para que suspensões de partículas sejam 

dispersas, o potencial zeta deve ser diferente de 0 e quanto mais distante de zero, mais as 

partículas sofrem repulsão, que indica alto grau de estabilidade (12) . Essas cargas repelem-

se e impedem a formação de agregados ou aglomerados devido a atração interpartículas por 

forças de Van der Waals.  

Haiss e colaboradores (108) descreveram as equações matemáticas baseadas na 

teoria de Mie sobre a ressonância plasmônica. Nesse estudo os autores demonstraram que é 

possível estimar o número de partículas de ouro presentes em uma solução por UV-vis e 

essa estimativa foi utilizada para determinar a quantidade de partículas a serem usadas nos 

tratamentos celulares. Feito isso, concentramos nossos esforços para os ensaios funcionais in 

vitro. Os tratamentos feitos com AuNP em cinética de 24 e 48 h se basearam na 

possibilidade de liberação lenta e gradual de drogas (21). Nossa primeira observação 

importante foi que a AuNP sozinha é inerte frente aos ensaios biológicos realizados, ao 

contrário do que alguns estudos relatam (123). A adição do quimioterápico 5-fluorouracil à 

AuNP promoveu atividade apoptótica e também na cessação da proliferação celular. Perfil 

similar foi descrito for Safwat et al.  (79) em AuNP funcionalizadas com glutationa e 5FU, 
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provocando a morte de células de câncer colorretal provenientes de ressecções cirúrgicas 

encaminhadas a histopatologia. Outro estudo utilizando AuNP conjugadas com 5FU 

mostrou morte celular 20% superior ao 5FU livre (1x10-4 M) e AuNP sozinhas também não 

apresentaram toxicidade (124). 

Ainda assim, a combinação de AuNP mais 5FU conjugada com o anticorpo anti-

EGFR mostrou um aumento da citotoxicidade, principalmente por apoptose recente na 

maior concentração de nanopartículas testada, especialmente na linhagem de 

adenocarcinoma Caco-2, inclusive observando uma tendência a ter um efeito superior ao 

5FU na forma livre. A expressão de EGFR na superfície de células da linhagem Caco-2 é 

significativamente maior do que a expressão do mesmo marcador na linhagem HCT-116, 

sendo um dos motivos para a eficiência do tratamento ser maior em adenocarcinoma Caco-2 

(125).  

A combinação de AuNP, quimioterápico e o anticorpo anti-HER-2, também mostrou 

tendência citotóxica, ainda que em baixa quantidade, por apoptose recente na linhagem de 

carcinoma HCT-116. Em relação a proliferação celular, a combinação AuNP 5FU HER-2 

exerceu seu papel, desempenhando a suspensão da divisão celular, devido a morte precoce 

dessas células tanto na linhagem HCT-116, quanto na Caco-2.  

Em ensaios in vitro, a linhagem BT-474 (HER2+) e MCF-7 (HER2-), ambas de 

câncer de mama, foram incubadas com AuNP (15 nm) polimerizadas com polietilenoglicol-

SH com anti-HER2 ou anti-IgG por 17h, verificando-se a especificidade das AuNP por 

HER2+, que se ligaram aos receptores de membrana, tendo como controle um anti-IgG, que 

não se ligou às células. Em um segundo momento, testes in vivo foram realizados injetando 

as mesmas AuNP pela via subcutânea em camundongos. Os animais foram tratados com as 

nanopartículas após 5 dias da injeção das células tumorais. Ensaios de imagem in vivo 

revelaram que as nanopartículas se mantiveram na periferia do tumor que superexpressa 

HER2, sendo alvo de promissor para diagnóstico por imagem (126). No caso da célula 

utilizada em nosso estudo, HCT-116, apresentam expressão de HER2 menor que a linhagem 

de câncer de mama BT-474, que tem superexpressão de HER2, a baixa eficiência de nossas 

partículas que contém anti-HER2 pode ser explicada por esse motivo (125, 127).  

O Erbitux (128) e o Herceptin (129), medicamentos à base de anticorpos IgG1 

monoclonais quiméricos anti-EGFR e anti-HER2, respectivamente, possuem excipientes em 

sua formulação para garantir a sua estabilidade, como cloreto de sódio, glicina, polisorbato 

80, ácido cítrico monoidratado, hidróxido de sódio e água de injeção. A adição de anticorpos 
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às nanopartículas de ouro é delicada, visto que o anticorpo sequestra íons citrato que dão 

estabilidade a partícula, sem os quais há agregação de partículas (107). Para tentar 

minimizar esses efeitos, durante as lavagens, adicionamos uma solução de citrato de sódio, a 

fim de impedir que houvesse essa captura de forma massiva dos íons citrato que recobrem a 

partícula, que ajudam a manter a dispersividade.  

A ineficiência do anticorpo anti-HER2 em endereçar as partículas e provocar a morte 

ou impedir a proliferação das células-alvo foi inesperada pois a linhagem Caco-2 apresenta 

superexpressão de HER2 em sua membrana (125). É possível que tenha havido absorção 

inadequada desses anticorpos às partículas, em decorrência de características da solução 

diferente, visto que se trata de anticorpo de uso clínico, cuja formulação não é totalmente 

explicitada na bula.  

Outro ponto a ser ressaltado, é que AuNP HER2 teve evidentes agregados mostrados 

por MET e, portanto, se houvesse anticorpos a ela ligados, esses não conseguiram ocupar 

todos os receptores das células, visto que estão no emaranhado de partículas (125).  

A combinação da AuNP com anticorpos anti-HER-2 e anti-EGFR não aumentou a 

citotoxicidade como originalmente hipotetizado, mesmo quando combinados (AuNP HER2 

EGFR). Uma análise importante, foi que a microscopia eletrônica de transmissão, exibiu 

nanopartículas fortemente agrupadas, e como hipótese, os anticorpos encontrados nessa 

suspensão de nanopartículas não conseguiram ocupar todos os receptores celulares, para 

assim bloqueá-los e findar a sinalização intracelular comandada pelos supracitados.  

Para diferenciar esse tipo de efeito, os dois ensaios biológicos, de morte por 

anexinaV+ versus 7AAD+ e o de proliferação por CellTrace™ devem ser vistos como um 

todo. Nesse sentido, analisando todos os ensaios em conjunto, concluímos que a interrupção 

do ciclo celular aqui mostrada foi causada pela morte das células em cultura, corroborando 

com os ensaios anteriores de que os construtos têm o efeito citotóxico sobre as linhagens 

celulares de câncer colorretal.  

Apesar de nossos esforços, as AuNP que contém apenas os anticorpos mantiveram-se 

agregadas. As nanopartículas em suspensão adquirem uma carga superficial por adsorção de 

íons ou dissociação de prótons, onde é formada uma camada dupla de cargas. Essa dupla 

camada pode repelir as partículas entre si por forças repulsivas eletrostáticas, porém o 

cloreto de sódio diminui a distância dessa dupla camada, culminando em agregação de 

partículas pelas forças de Van der Waals (122), que foi visualizada nas formulações de 

AuNP com os anticorpos. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Frente aos resultados obtidos e discutidos no decorrer dessa dissertação, podemos 

concluir que: 

 Produzimos nanopartículas de ouro de tamanho diminuto, modificando sua 

superfície com MUA e EDC/NHS para a incorporação do quimioterápico 5-

fluorouracil e dos anticorpos anti-HER2 e anti-EGFR.  

 Obtivemos partículas esféricas, porém, em algumas formulações testadas, 

houve aglomeração das partículas, principalmente naquelas em que os 

anticorpos foram inseridos, e isso se atribuiu as ligações químicas entre as 

moléculas orgânicas.  

 A AuNP sozinha não provocou nenhum dano, seja na viabilidade ou na 

proliferação das células, o que é excelente, pois demonstra que os efeitos 

citotóxicos aqui mostrados foram em relação a inserção do quimioterápico e 

dos anticorpos. 

 As AuNP que contém EGFR associados ao 5FU foi eficaz na cessação da 

proliferação e esse efeito parece ser decorrente da sua capacidade de induzir 

apoptose nas células-alvo. As outras formulações, como a AuNP 5FU, AuNP 

5FU HER2 e AuNP 5FU HER2 EGFR também exibiram efeitos citotóxicos e 

na proliferação celular, porém de modo mais discreto. 

 A linhagem de adenocarcinoma colorretal, Caco-2 revelou-se mais sensível 

aos tratamentos do que as de carcinoma HCT-116. Entretanto, em relação à 

proliferação de HCT-116, as formulações que contém o 5FU ou o 5FU aliado 

aos anticorpos, pareceram mais eficientes que o controle 5FU livre quando 

mantidas em cultura por 72h.  
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