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Resumo
As nanoparticulas de ouro tém se apresentado como uma ferramenta com
potencial em diversas aplicacfes na nanomedicina devido as suas caracteristicas Unicas

como baixa toxicidade, elevada area superficial e biodisponibilidade.

Estes materiais podem ser preparados atraves de diversas técnicas de forma a
apresentarem as caracteristicas estruturais e morfoldgicas pretendidas e,
consequentemente, o comportamento pretendido. Apos a preparacdo, as nanoparticulas
de ouro podem ser funcionalizadas com diversos compostos e/ou farmacos de forma a
alterar as suas caracteristicas e 0 seu comportamento. Estas alteracbes podem melhorar
os resultados na terapéutica anticancerigena ao aumentar a eficacia do tratamento e ao

reduzir os efeitos adversos que estas podem causar.

A caracterizacdo das nanoparticulas de ouro é um parametro complexo e essencial
para a compreensdo das caracteristicas e do comportamento das particulas. S&o varios 0s
métodos de caracterizagdo que podem ser utilizados e a escolha dos métodos a utilizar

deve ser a considerada mais adequada para uma mais eficaz caracterizagéo.

As nanoparticulas de ouro podem ser utilizadas em diversos meétodos de
tratamento e de diagnostico de cancro. Como meio de diagnostico, tém utilidade em
diversos processos de obtencdo de imagem de tecidos tumorais. Como método de
tratamento de cancro, estas podem ser utilizadas como meio de transporte de farmacos,

em radioterapia, em terapia fototérmica e fotodinamica.

Nesta monografia, é feita uma revisdo e descricdo dos métodos de sintese mais
utilizados das nanoparticulas de ouro, da funcionalizacao da superficie e da caracterizacdo
das nanoparticulas de ouro. E também feita a revisdo e descri¢do das nanoparticulas de
ouro e das suas potenciais aplicacdes no cancro, tanto como meio de diagndstico como

método de tratamento.

Palavras-chave: Cancro; Nanoparticulas; Ouro; Funcionalizagdo; Terapia; Diagndstico



Abstract

Gold nanoparticles have emerged as a potential tool with diverse applications in
nanomedicine due to their unique characteristics such as low toxicity, high surface area
and bioavailability.

These materials can be prepared using different techniques to present the desired
structural and morphological characteristics and, consequently, the desired behavior.
After preparation, gold nanoparticles can be functionalized with various compounds
and/or drugs to change their characteristics and behavior. These changes can improve
results in anticancer therapy by increasing the effectiveness of treatment and reducing the
adverse effects they can cause.

The characterization of gold nanoparticles is a complex and essential parameter
for understanding the characteristics and behavior of the particles. There are several
characterization methods that can be used and the choice of methods to be used must be
the one considered most appropriate for a more effective characterization.

Gold nanoparticles can be used in various cancer treatment and diagnosis
methods. As a means of diagnosis, they are useful in various processes for obtaining
images of tumor tissues. As a method of treating cancer, they can be used as a means of

transporting drugs, in radiotherapy, in photothermal and photodynamic therapy.

In this monograph, a review and description of the most used synthesis methods
for gold nanoparticles, surface functionalization and characterization of gold
nanoparticles are made. Gold nanoparticles and their potential applications in cancer are

also reviewed and described, both as a means of diagnosis and a method of treatment.

Keywords: Cancer; Nanoparticles; Gold; Functionalization; Therapy; Diagnostics
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1. Introducéo

O cancro é, atualmente, um dos maiores problemas de saude publica e uma das
principais causas de morte no mundo sendo que, de acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), em 2020, levou a cerca de 10 milhdes de mortes. Cancro refere-se ao
termo genérico para varias patologias que podem afetar qualquer parte do corpo que se
caraterizam pela multiplicacdo anormal e excessiva de células que podem, também,
invadir outras partes do corpo 1. Diversos fatores de risco podem aumentar a possibilidade
do aparecimento de cancro. Estes fatores podem ser inerentes a pessoa, como seja a idade,
nivel hormonal, e a predisposicdo genética, mas podem também ser fatores externos,
como o consumo de alcool e tabaco, dieta desadequada, inatividade fisica, e agentes

infeciosos 2.

Existem varias possibilidades para o tratamento de cancro. Este geralmente passa
por cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia, e imunoterapia. O tratamento
utilizado é selecionado de acordo com o tipo de cancro, a sua localizacdo, e as
carateristicas do paciente 1. A quimioterapia é uma das principais op¢des no tratamento
do cancro envolvendo o uso de farmacos toxicos de forma a matar as células cancerigenas.
Atualmente, apesar de grandes avangos na terapéutica anticancerigena, verifica-se ainda
uma fraca acumulacdo/retencdo dos farmacos no tumor e o aparecimento de
multirresisténcias a farmacos (MDRs) induzida pela quimioterapia levando, assim, a
falhas na terapéutica contra o cancro. As MDRs séo das principais causas das falhas das
terapéuticas anticancerigenas. Estas sdo mecanismos de defesa por parte das células
tumorais de forma a torna-las resistentes aos farmacos. Isto pode ocorrer através de
diversos mecanismos como o aumento do efluxo nas células tumorais, da inativacdo dos
farmacos, ou da reparacédo do DNA das células tumorais 3. A principal forma de contornar
estes obstaculos a quimioterapia é através de um aumento de dose ou um aumento da
frequéncia da administracdo do farmaco e embora estas abordagens possam melhorar a
eficacia da quimioterapia também levam a uma maior toxicidade e incidéncia de efeitos

adversos nos doentes.

Assim, no ambito de melhorar a terapéutica contra o cancro, surgiu a
nanomedicina, sendo esta a aplicacdo da nanotecnologia para fins médicos. De acordo
com o Instituto Nacional de Nanotecnologia (NNI), a nanotecnologia ¢ definida como “a
ciéncia, a engenharia, e a tecnologia utilizadas a escala nano (1-100 nanometros), na qual
fendmenos Unicos permitem novas aplica¢fes em varios campos, desde a quimica, fisica,

1



e biologia & medicina, engenharia, e eletrénica.” * A nanotecnologia é a capacidade de
observar, medir, manipular, controlar, e produzir matéria a escala nanométrica °. A
aplicacéo das nanotecnologias pode ser benéfica para a sociedade em vérios setores como
na industria da energia, no setor alimentar, na informacgéo e comunicacédo, e também na

medicina e na producio de materiais e produtos médicos °.

Muitas das aplicagfes da nanotecnologia nestes setores envolvem nanomateriais
com propriedades e efeitos diferentes desses mesmos materiais mas com tamanhos
superiores. Esses materiais sdo chamados de nanoparticulas (NPs). Estas tém uma grande
potencial utilidade na medicina devido as suas propriedades Unicas como elevada
superficie de contacto, capacidade de incorporar outros compostos, propriedades
quanticas. Estas propriedades podem apresentar varias vantagens em relacdo as
terapéuticas convencionais. Estas podem possibilitar o direcionamento as células
tumorais, a acumulagdo nas zonas tumorais, 0 aumento da seguranca dos farmacos

associados a estas, e, também, podem ajudar a combater as MDRs "%,

As NPs tém diversas potenciais aplicacbes na medicina. Estas podem ser
utilizadas tanto em diagnostico do cancro como em terapéutica. No caso da sua utilizagédo
para diagndstico, as NPs podem ser utilizadas em biossensores, instrumentos utilizados
para realizar analises a amostras bioldgicas para as quais as NPs tém uma alta afinidade
permitindo assim a detecdo do cancro, em imagiologia, as NPs adequadamente
modificadas podem ser direcionadas para tecidos tumorais e podem permitir ou contribuir
para que seja obtida uma imagem desses tecidos. Ja a nivel de terapéutica, as NPs podem
ser uteis em processos de fotoablacdo, Terapia fototérmica (PTT) e Terapia fotodinamica
(PDT) nos quais a morte celular é provocada pelo aumento localizado de temperatura
(hipertermia), devido a incidéncia de radiacdo eletromagnética nas NPs, ou em
mecanismos de entrega de farmacos, em que farmacos citotdxicos sdo associados as NPs

de modo a serem mais direcionados as zonas tumorais °.

Alguns estudos sugerem que, apesar do potencial clinico das NPs, estas possam
apresentar alguma toxicidade. As NPs, devido as suas carateristicas, podem-se acumular
em determinadas células, levando assim a toxicidade a nivel dos 6rgdos onde estas se

acumulam 1°,

Existem diversos métodos de sintese que podem ser utilizados na producéo de

nanoparticulas e estes podem ser divididos em dois grupos: os métodos top-down, que



envolve maioritariamente métodos de producdo fisicos, e os métodos bottom-up, em que
sd0 na sua maioria utilizados processos quimicos 2. Os métodos de sintese deste tipo
de materiais podem ser otimizados para que se obtenham NPs de diversas formas e
tamanhos, sendo que as diferentes estruturas das NPs podem ter funcionalidades
diferentes. Isto permite obter NPs mais especificas para a finalidade pretendida 34, A
escolha do método de sintese a utilizar terd em conta a finalidade de utilizacdo das NPs

e, assim, ter também em conta a forma e o tamanho final pretendido para as NPs.

As NPs podem ser funcionalizadas com diversos tipos de compostos como
proteinas, polissacarideos, peptideos, aminoacidos e outras pequenas moléculas de forma
a alterar as suas carateristicas quimicas e fisicas. A funcionalizacéo €, entdo, 0 processo
de alterar as carateristicas quimicas, fisicas, e/ou bioldgicas da superficie das NPs

proporcionando, assim, novas propriedades e/ou fungdes °.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs), em particular, tém sido o foco de diversos
estudos com especial atencéo dada as suas propriedades unicas que incluem a sua relativa
baixa toxicidade, area de superficie, biocompatibilidade e comportamento ético, e que
devem ser consideradas no seu processo de producdo ¢, Uma das carateristicas mais
importantes das AuNPs € a surface plasmon resonance (SPR), fendmeno que se refere as
oscilagdes coletivas de eletres induzidas pela incidéncia de uma onda eletromagnética
num determinado angulo num metal, que depende maioritariamente do tamanho e da

forma da NP 1118,

Esta monografia tem como foco a reviséo e descri¢cdo da utilizacdo das AUNPS no
cancro. Sera feita a caraterizacdo e a descricdo da sintese e da funcionalizacdo da
superficie destas e, também, sera feita uma revisao e descri¢do das aplicacfes das AUNPs
relacionadas com o cancro, seja como método de transporte de farmacos, como meio de
diagnostico ou como método de tratamento, bem como as vantagens e desvantagens da

sua utilizacao.



2. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas sdo formulagdes que tém até 100 nm de tamanho. O tamanho
destas é comparavel ao tamanho de unidades funcionais existentes no organismo o que
possibilita interacbes com lipidos, &cidos nucleicos, proteinas, por exemplo. Isto permite
uma maior facilidade de entrada das NPs nas suas células alvo comparativamente a
particulas maiores de semelhante constituicdo. As NPs podem melhorar as caracteristicas
dos compostos associados a estas permitindo uma melhor estabilidade e solubilidade
destes, um aumento do tempo de semivida destes no organismo e um aumento da eficacia

e seguranca dos compostos *°.
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Figura 2.1. Tipos de nanoparticulas (adaptado de 2°).

As NPs podem ser divididas em trés classes de acordo com as suas composicaes,
as NPs baseadas em lipidos, polimeros, e em materiais inorganicos. As NPs a base de
lipidos sdo compostas por lipidos, de origem natural ou sintética, que tém na sua
composicdo elementos hidrofébicos e hidrofilicos. Estes, devido a sua constituicéo,
possibilitam o transporte de farmacos com propriedades hidrofilicas, hidrofobicas, e
lipofilicas. As NPs poliméricas sdo constituidas por polimeros que compdem o nucleo
desta ou sdo utilizados para a funcionalizacdo da NP. Estes sdo facilmente manipulados
de forma a apresentarem diversas estruturas e carateristicas. Por fim, as NPs inorganicas
sdo particulas que tém por base materiais inorganicos, metais como o ouro, a prata, 0

ferro, entre outros, que apresentam certas propriedades fisicas, elétricas, magnéticas, e



oticas. As NPs que tém por base estes materiais também adotam estas suas propriedades.
Estas NPs séo formuladas de forma a apresentarem uma grande variedade de formas e

tamanhos e, assim, propriedades e funcionalidades diferentes *°.

De entre 0s materiais utilizados para a producdo das NPs, o ouro € muito utilizado
uma vez que este € um material inerte, com elevada maleabilidade, e com propriedades
Gticas Unicas. A medida que o tamanho das particulas de ouro diminui, particularmente
quando estas atingem a nanoescala, 0 seu comportamento também ¢ alterado. Nas NPs, a
area superficial é inversamente proporcional ao tamanho destas. A elevada area
superficial das NPs possibilita a conjugacdo com farmacos e outros compostos, o0 que
permite alterar parametros farmacocinéticos, estabilidade e solubilidade. Esta elevada
area superficial tem um papel importante nas aplicacGes das NPs em certas areas como

em imagiologia e na terapia fototérmica 2.

Estas tém, entdo, um tamanho e forma facilmente e precisamente manipulaveis, e
uma facilidade de ajustar a quimica da superficie ao conjugar com varias moléculas como,
acidos nucleicos, polimeros, anticorpos, e pequenas moléculas terapéuticas 2>?3, Estas
carateristicas das AuUNPs tornam-nas excelentes candidatas para varias aplicacdes, sendo
particularmente atraentes na biomedicina devido a sua estabilidade e biocompatibilidade
superiores, simplicidade de funcionalizacdo de suas superficies, baixa toxicidade, tempo

de semivida elevado, transporte, libertacdo controlada, e menor degradacdo de farmacos
9,24

A éarea de superficie é também uma propriedade fundamental das AuNPs e de
acordo com o tamanho das particulas, a finalidade destas pode variar. As NPs mais
pequenas sdo preferidas para a utilizacao na terapia fototérmica uma vez que a luz é mais
adsorvida pelas NPs, devido a elevada area superficial destas, e convertida em calor
levando a morte celular. J& as particulas de maior tamanho sdo mais utilizadas em
processos de imagiologia devido a uma maior capacidade de dispersdo da radiacdo
incidente. Para além disso, as respostas biologicas as NPs também variam consoante o
tamanho das particulas, sendo que as proteinas plasmaticas ligam-se mais facilmente a

NPs de tamanho inferior e, assim, mais facilmente produzem uma resposta biologica 2022,
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Figura 2.2. Caracteristicas da coroa “dura” e da coroa ”macia” das nanoparticulas (adaptado de *?).
As AuNPs, de forma a chegarem o seu alvo, devem passar por varias barreiras
bioldgicas que podem ter um impacto nas suas atividades. Quando estas entram em
sistemas bioldgicos, as suas superficies interagem rapidamente com proteinas, e outras
biomoléculas resultando na formacdo da chamada coroa proteica. Esta pode ser dividida
em coroa “dura” e coroa “macia”, dependendo da afinidade que as proteinas tém a

superficie da NP *2,

Esta camada proteica provoca modificacfes das interacfes entre as NPs e 0s
sistemas vivos. Assim, a criacdo da coroa proteica pode ser prejudicial para muitas das
aplicacBes in vivo das AUNP uma vez que, quando estas sdo expostas a um ambiente
bioldgico, as proteinas da camada proteica podem interferir estericamente com o0s
ligandos previamente ligados a superficie. Esta interferéncia pode provocar alteracbes
como reducdo da captacdo celular, biodistribuicdo alterada, alteracdes na quimica de
superficie, e aumento do tempo de circulacdo. Estes fatores levam a alteracBes no

comportamento das particulas fazendo com que estas possam n&o exercer a sua agao 122,

A criacdo da coroa proteica pode também desencadear respostas imunologicas por
parte do organismo, uma vez que as células do sistema imunitario podem detetar
determinados componentes da coroa. Pode também apresentar alguma heterogeneidade
uma vez que a coroa é uma mistura dindmica e complexa de moléculas o que pode resultar
em alguma variabilidade na acdo das AuNPs. A coroa proteica €, entdo, uma estrutura

altamente mutavel com um grande impacto na biodistribui¢do das NPs pelo organismos,



uma vez que pode provocar alteragbes no tamanho e na carga das NPs, afetando o

processo de internalizacdo nas células 1222,

As NPs ndo modificadas séo rapidamente opsonizadas no sangue, permitindo
assim uma rapida depuracdo pelos macrofagos. As opsoninas, localizadas na superficie
das AuNPs, sdo detetadas pelas células imunes que fazem parte do sistema
reticuloendotelial (RES), processo que ird decidir o caminho de internalizacdo das AUNPs

e afetara o destino destas no organismo 2°2L,

O SPR é uma das caracteristicas mais importantes das AuNPs, e o fator principal
que controla este efeito € o tamanho e a forma das particulas. Este efeito é definido como
uma oscilagdo coletiva de eletrbes livres na interface do material que ocorre quando
determinados comprimentos de onda interagem com a banda de conducéo da interface do
material, o que resulta numa oscilagéo dipolo que depende do campo eletromagnético da
luz incidente. O pico da oscilacéo ocorre numa frequéncia de luz especifica, que é referida
como SPR. Dependendo do tamanho das AuNPs, a banda de SPR pode-se estender da
regido da luz visivel ao infravermelho (IR). O SPR, através da incidéncia de luz e
oscilacdo dos eletrdes a superficie da AuNP, também permite a ejecdo de fotbes com
comprimento de onda igual ao da luz incidente. Estes processos permitem atingir o
aquecimento direcionado, seja para danificar as células préximas das AuNPs ou para se

proceder a libertacéo controlada de farmacos 1'%,

Um outro efeito relacionado com o SPR das AuNPs € a modificacdo das
carateristicas de fluorescéncia dos fluoroforos proximais. Isto deve-se ao fenémeno de
transferéncia de energia de fluorescéncia (FRET), ao mecanismo de transferéncia de
eletrbes fotoinduzido (TEF), e as carateristicas fototérmicas causadas pela absorcdo da
luz e sua subsequente dissipacdo. Estas propriedades manifestam-se no espetro da luz
visivel até ao infravermelho proximo (NIR), tornando assim as AuNPs em &timas
ferramentas em aplicacbes como imagiologia e diagnostico, e também permite a

monitorizacéo das propriedades morfoldgicas das AuNPs durante a sintese destas 5.

3. Sintese de nanoparticulas de ouro

A sintese das AuNPs pode ser feita, principalmente, através de dois tipos de

processos, Top-Down e Bottom-up. Os diversos métodos de sintese de AUNPs podem ser



agrupados dentro destes dois grupos sendo que dentro dos processos Top-Down
encontram-se métodos como ablacéo a laser, ejecdo de iBes, moagem, ou tecnologia de
aerossol enquanto os processos Bottom-up incluem métodos quimicos, eletroquimicos,
térmicos, ou fotoquimicos %%/, Os métodos Top-Down consistem na transformacdo de
determinado material em particulas de tamanho inferior através da destruicdo da sua
matriz cristalina 28, J4 os métodos Bottom-Up consistem em atomos, moléculas, ou
nanoparticulas que se agregam de forma a formar estruturas complexas

significativamente maiores 2°.

O método de sintese utilizado tem um papel muito importante no tamanho e forma
das NPs resultantes. Estes s&o, entdo, escolhidos tendo em conta as propriedades finais
pretendidas.

3.1. Método de Turkevich

Este método foi utilizado pela primeira vez em 1951 e desde entdo € um dos
métodos mais utilizados para a sintese de AuNPs. De um modo geral, envolve a reducéo
de ides ouro (Au®*) a &tomos de ouro (Au®). Ao controlar a quantidade do agente redutor
utilizado, como &cido ascorbico, aminoacidos, luz UV, ou citrato, o pH, e a temperatura
a que a reacdo ocorre pode-se obter NPs de tamanhos muito variados e com niveis de

estabilidade diferentes 263°,
Esta reagdo envolve trés passos 28:

e Os ides metalicos sofrem um processo de reducdo muito rapido formando,
assim, aglomerados de particulas metalicas com cerca de 1-2 nm de
tamanho.

e A reducdo mantém-se, embora a um nivel reduzido, e os aglomerados
metalicos passam por um processo de coalescéncia, ou seja, vao-se juntar
a outros aglomerados. As AuNPs vao aumentando de tamanho, atingindo
0s 2,5 nm, devido a incorporacao de atomos de ouro.

e Quando os aglomerados alcancam cerca de 5 nm de tamanho verifica-se
um aumento dréastico do crescimento das AuNPS e a maioria dos atomos

de ouro sdo rapidamente reduzidos.
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Figura 3.1. Formagéo de nanoparticulas de ouro pelo método de Turkevich (adaptado de %).

O método de Turkevich é, entdo, um método simples e fécil de reproduzir capaz
de produzir um elevado nimero de AuNPs esféricas de tamanho controlavel. Este também
apresenta algumas limitacbes como o facto de as AuNPs produzidas ndo poderem ser
utilizadas para fins biomédicos, pois no processo de producdo sdo utilizados reagentes

toxicos 31,

Desde a sua primeira utilizacdo tém-se observado varios avangos em termos de
conhecimentos e tecnologias o que permitiram desenvolver AUNPs numa ampla gama de

tamanhos, cerca de 16-147 nm, utilizando este método 2’.

3.2. Método de Brust-Schiffrin

O meétodo de Brust-Schiffrin foi pela primeira vez utilizado em 1994. Este € um
processo rapido gque consiste na producao de aglomerados hidrofébicos de ouro altamente
estaveis *. Isto ¢ feito através da redugdo de Au®" com um agente redutor, geralmente
borohidreto de sddio (NaBH.), e da estabilizagdo com grupos tiol °. A superficie das
AUNPs apresenta uma grande afinidade para o tiol, devido a troca de eletrbes entre estes
e a consequente formacdo de uma forte ligacdo covalente, e a ligacdo destes as NPs
impede o seu crescimento permitindo assim produzir AuNPs predominantemente
esféricas com tamanhos inferiores a 10 nm, altamente estaveis e com possibilidade de

controlar os seus tamanhos 28,

Este método pode dividir-se em dois tipos de sistemas, de uma fase e de duas
fases, sendo o de duas fases o mais utilizado 2°. A principal diferenca entre os dois
sistemas é que no de uma fase o precursor do Au®* e 0 agente redutor estio presentes num

solvente polar. No sistema de duas fases, uma solucdo aquosa de &cido clorodurico

» tamanho final



Agua

(HAuUCls) é combinada com uma solucéo de tolueno e de brometo de tetraoctilamonio
(TOAB). Esta mistura é agitada, de forma a facilitar a transferéncia do tetracloroaurato
(AuCly) para a fase organica, e adiciona-se dodecanotiol e borohidreto de sodio (NaBHsa).
As fases sdo separadas e a fase organica € entdo evaporada com uso de um evaporador
rotativo. E adicionado etanol, de forma a retirar o excesso de tiol, e a solugdo é mantida
a 18° C durante 4 horas. Forma-se um precipitado que é entdo filtrado e lavado com etanol
para que possa ser recolhido e, por fim, é dissolvido em tolueno e precipitado novamente
com etanol. Este processo origina AuNPs com um tamanho de cerca de 2,5 nm %,
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Figura 3.2. Sintese de nanoparticulas de ouro pelo método de Brust-Schiffrin de duas fases
(adaptado de %°).

3.3. Crescimento mediado por sementes

Este é um método relativamente simples muito utilizado para a sintese de NPs de
varias formas e tamanhos. Este método consiste na utilizacdo de AuNPs pré-formadas, as
sementes, como modelos para a sintese de NPs de tamanhos maiores. Assim, neste
método é possivel o controlo preciso da forma e do tamanho final das NPs sintetizadas
sendo assim um método com um alto nivel de reprodutibilidade, de rendimento, e de

qualidade 2732,

A sintese por este método comeca pela preparacdo das sementes com o tamanho
e forma pretendidos. Os métodos de Turkevich e Brust-Schiffrin sdo comummente
utilizados para a sintese das sementes. Estas sdo formadas em condicdes de
supersaturacdo quimica possibilitando, assim, um processo de nucleacdo, definido como
a rapida formacdo de pequenos aglomerados de atomos em solucdo. Quando os ndcleos
atingem um tamanho critico, com uma estrutura bem definida e estavel, obtém-se as

sementes %,
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Com as sementes j& formadas, estas sdo transferidas para uma solugdo com ides
metalicos e agentes redutores, como NaBH4 ou &cido ascorbico, de forma a impedir um
processo de nucleacéo adicional e acelerar a producdo das AuNPs na forma pretendida.
Estas continuam a crescer até obterem certos tamanhos e/ou carateristicas. Esta fase de
crescimento € mais lenta do que a fase inicial de nucleacdo para que haja um melhor

controlo do crescimento e forma final das NPs >3,

3.4. Métodos Biologicos

Mais recentemente surgiram os métodos de sintese biol6gicos, considerados uma
alternativa mais sustentavel em relacdo aos métodos de sintese mais tradicionais. Para
além disso, sdo métodos simples e economicos. Sdo chamados de metodos verdes por

serem menos agressivos para o ambiente 283,

Estes métodos utilizam certos componentes encontrados em bactérias, fungos,
plantas, e algas com potencial redutor para produzir as NPs . Dentro dos mencionados,
as plantas séo preferidas para a biossintese de NPs em larga escala. Isto porque a cinética
deste processo € superior a de outras metodologias biossintéticas, sendo ainda equivalente

a producao de NPs por via quimica *°.

Assim, 0s processos biossintéticos a base de plantas apresentam algumas
vantagens em relacdo a métodos a base de microrganismos ou métodos quimicos, como
rapidez de preparacdo, ndo sdo poluentes, ndo apresentam toxicidade, sdo faceis de
realizar, e produzem NPs estaveis. Apesar disso, também apresentam algumas limitacoes
como a impossibilidade de modificar geneticamente como se pode fazer com o0s
microrganismos, e a dificuldade de controlar os tamanhos e as formas das NPs resultantes

31,36
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Figura 3.3. Sintese bioldgica de nanoparticulas metélicas através de extratos de plantas (adaptado
de 36).

11



Os processos de sintese mediados por microrganismos funcionam através da
captura dos ides metélicos, que sdo entdo convertidos em atomos pela atividade de
enzimas resultantes da atividade celular. Dependendo do local onde ocorre a sintese das
NPs, o processo pode ser considerado intracelular ou extracelular. Nestes processos, ao
controlar parametros como pH, temperatura, concentragdo de ouro, e tempo de exposi¢éo,

a velocidade de formagcéo de NPs e o tamanho destas podem ser controladas **.

A sintese bioldgica também pode ser concretizada através do uso de algas. Os
polissacarideos, as proteinas, e as enzimas encontradas nas algas podem ser utilizados
como catalisadores, agentes redutores, ou como tampdo nas reacGes com 0s i0es
metalicos. Esta reacdo ocorre em trés fases: a fase de ativacéo, a fase de crescimento, e a
fase de terminacdo. Na fase de ativacao, ocorre a reducdo dos ides metalicos. A fase de
crescimento € caraterizada pela coalescéncia espontanea das NPs em particulas maiores,
e na fase de terminac&o é definida a forma final das NPs. Em compara¢do com 0s outros
biorredutores, estas oferecem algumas vantagens como a sua estrutura macroscopica, a

sua elevada capacidade de absor¢do de metais, e 0 seu baixo custo 334,

3.5. Ablacéo a laser

O método de ablacéo a laser € um método Top-Down muito eficaz que permite a
sintese de NPs com tamanho controlado através da adicdo de moléculas especificas, e
formas variaveis. Os parametros do laser, como comprimento de onda, duracao do pulso,
composicao do liquido, absorcdo do metal, podem ser controlados de forma a controlar
diversas carateristicas das NPs como o tamanho, a forma, as propriedades da superficie,
e 0 seu estado de agregacdo. O processo de ablacdo a laser, de um modo geral, resulta em
NPs de elevada estabilidade e rendimentos elevados 2234, O processo de ablagio a laser
pode ser realizado tanto em vacuo como num meio liquido, sendo que em liquido é
considerado o mais eficaz 3. A ablacdo a laser em liquido é um método muito utilizado

devido a sua simplicidade, ao seu baixo custo, e a rapida formagdo de AuNPs 3

Neste método, de um modo geral, uma placa de metal é irradiada com um laser e,
como resultado disto, os eletrbes sdo ejetados da superficie metélica na forma de uma
pluma de plasma, contendo as nanoparticulas. Devido a pressdo exercida pelo liquido

circundante e a diferenga de temperatura entre a pluma e o liquido, esta fica contida no
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liquido sendo a energia transferida para este formando uma bolha de cavitacdo. Esta, por
fim, passa por um periodo de expansédo e contracdo até colapsar, libertando as NPs para

o liquido, sendo assim possivel extrai-las *.

3.6. Moagem

Este é um processo fisico que envolve a destruicdo de materiais até serem obtidas
estruturas na escala nanométrica. Durante a moagem, a destruicdo dos materiais é
resultante da energia mecénica aplicada pelas bolas ou rolos que realizam o processo.
Esta pode ocorrer por diversos processos como, impacto, cisalhamento, compresséo, e
friccdo. A forma e o tamanho das NPs resultantes deste processo estdo dependentes de
varios fatores como o tempo, a intensidade, a temperatura, e 0 meio onde é realizada a

moagem 2838,

Dentro destes processos de moagem, existem diversos métodos que podem ser
utilizados para a producdo de NPs. Estes métodos envolvem processos com recurso a
impacto de bolas e impacto de bolas de alta energia, moinhos planetarios, ou atraves de
moagem humida. As moagens com impacto de bolas e de bolas de alta energia sdo muito
semelhantes com a diferenca que as bolas de alta energia sdo de um material capazes de
gerar maiores forcas de impacto. Estes métodos processam-se da mesma forma, as
particulas de ouro e as bolas sdo colocadas num contentor numa plataforma que roda. A
reducdo das particulas da-se devido ao impacto entre estas e as bolas e as bolas umas com

as outras *°.

O processo de moagem humida refere-se a moagem de um so6lido em suspensao
num meio liquido. Neste, a semelhanca dos outros métodos de moagem, as particulas sao
introduzidas num contentor mas com a adi¢cdo de um solvente liquido que, ao ser

adicionado, ird ajudar a prevenir a aglomeracéo das particulas .

Os métodos de sintese com recurso a moagem sdo muito utilizados uma vez que
s80 processos econdmicos que permitem um grande nivel de producdo em larga escala.
Para além disso, também sdo métodos que requerem poucos ou nenhuns quimicos sendo,
assim, processos com um baixo impacto ambiental. Apesar das vantagens apresentadas
por estes métodos, ha a possibilidade de se criarem aglomerados de particulas e de serem

introduzidas impurezas nos meios durante o processo.
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3.7. Microemulsao

Uma microemulsdo pode ser descrita como um sistema termodinamicamente
estavel com duas fases imisciveis. Este método envolve a formacao de pequenas micelas,
as goticulas, de 4gua em 6leo (A/O), de 6leo em &gua (O/A), ou de 6leo em 6leo (O/O).
As microemuls6es tém pelo menos trés componentes, a fase polar, a fase ndo polar, e um
surfactante. O surfactante tem a funcdo de agente emulsificante. A microemulsdo A/O
tem especial interesse na preparacdo de coloides metalicos e é muitas vezes obtida através
de processos de reducdo quimica. Este interesse deve-se a capacidade da agua, presente

no interior das micelas, de solubilizar os precursores metalicos e utiliza-los na producédo
de NPs 40,

O método de microemulsdo permite obter NPs com tamanho e distribuicdo
controlados, sendo que os parametros da producgdo podem ser ajustados de forma a obter
NPs com varios tamanhos e com formas maioritariamente esféricas. Esta € uma reacao
muito estavel que pode ser realizada em apenas um passo de forma a reduzir o tempo e

0s custos da preparagdo “*.

Ha, entdo, duas formas principais de obter as NPs através do método de
microemulsdo. Pode-se misturar o precursor metalico com o agente redutor na
microemulsdo ou misturar uma microemulsdo com o precursor metalico com outra

microemulsio contendo o agente redutor “°.

Percursor metélico (M) em microemulsdo
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Figura 3.4. Formagdo de nanoparticulas de ouro pelo método de microemulséo (a) pela adi¢éo do
agente redutor a microemulséo contendo o precursor metalico e (b) pela mistura das duas microemulsdes
contendo o precursor metélico e o agente redutor (adaptado de “°).

4. Funcionalizacéo de superficie

A funcionalizacdo da superficie das NPs € um dos aspetos mais importantes,
juntamente com o tamanho e a forma, que determina a aplicacao final das NPs bem como
a toxicidade e a biodistribuicdo destas. Estes processos de modificacdo da superficie das
NPs podem ter diversos efeitos como uma maior protecdo contra agregacdo, um aumento
da biocompatibilidade e da biodisponibilidade das NPs, interacdes mais especificas com
determinadas células, um transporte mais direcionado, uma maior acumulacdo em
determinados 6rgdos, um aumento do tempo de semivida das NPs no plasma, e uma

reducéo da toxicidade e imunogenicidade destas 22,

Os componentes que participam na modificacdo da superficie das NPs, os ligandos
funcionais, bem como as biomoléculas, tém as suas funcfes adicionais. Estes permitem
manter a estabilidade do complexo, fazer modificacdes adicionais da superficie, impedir

a agregacao com outras NPs, permitindo ainda fazer outras reacdes de funcionalizagdo 2.

L
O Molécula funcional
Agentes de <> Biomolécula
modificacio

O Transferéncia de fase

AuNP com modificagées de superficie

Figura 4.1. Nanoparticulas de ouro com modificagao de superficie multifuncional (adaptado de 7).

A acumulacdo nas células alvo pode ser realizada por dois mecanismos,
direcionamento passivo e ativo. As NPs ndo modificadas apresentam um direcionamento
passivo para as zonas tumorais devido ao efeito de retencdo e permeabilidade aumentada
(EPR), que segundo este certas moléculas e particulas tém tendéncia a ficar mais retidos
em zonas tumorais em compara¢ao com tecido normal devido ao aumento da angiogenese
estimulada pelos tumores 2. Este permite a acumulagdo das NPs nas zonas tumorais
devido as carateristicas destas como o tamanho e a forma. Neste caso, ndo havendo um
direcionamento especifico para as células tumorais, as NPs podem também acumular em

6rgéos e tecidos saudaveis podendo originar problemas de toxicidade 2.
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O direcionamento ativo para as zonas tumorais envolve a funcionalizagdo da
superficie das AuNPs para que estas sejam mais especificas para determinados recetores
em células cancerigenas como, por exemplo, o recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) ou o recetor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2). A
funcionalizacdo pode ser feita por diversos métodos, o que permite obter varias
possibilidades de aplicacGes para as AUNPs, nomeadamente como sistemas de entrega de
farmacos (DDS). Cada vez mais estdo a ser desenvolvidos métodos de modificar as
superficies das NPs de forma a aumentar as suas especificidades a moléculas bioldgicas.
Estes métodos para a funcionalizacdo das AuNPs podem ser feitos através do uso de
grupos funcionais ou combinacGes destes, como polietilenoglicol (PEG), albumina de
soro bovino (BSA), aminoacidos, péptidos, oligonucleétidos, anticorpos, e outras

moléculas semelhantes %’

Existem diversos métodos pelos quais se pode realizar a modificacdo da superficie
das AuNPs, que podem ser divididos em meétodos por interacdes covalente e métodos por
interacdes ndo covalentes. Os métodos por interacdes covalentes consistem na ligacao de
moléculas a superficie das AuNPs através de liga¢des quimicas, sendo que a ligacdo do
enxofre ao ouro é das mais importantes e mais utilizadas para a funcionalizacdo das
AuUNPs devido a forte ligacdo covalente metal-ligando entre o ouro e o enxofre. Ja as
modificacbes por interacdes ndo covalentes sdo interacdes mais simples que néo
envolvem a troca de eletrdes, e estas podem ser interagdes eletrostaticas, interacdes 7, €

por forcas de Van der Waals 4.
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Figura 4.2. Funcionalizacdo de superficie de nanoparticulas de ouro pelo método de troca de
ligandos (adaptado de ).
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Um dos métodos mais utilizados para a funcionalizacdo de superficie de AuUNPs é
pela troca de ligandos. A troca de ligandos para a funcionalizagdo da superficie das
AUNPs é um método por interacBes covalentes em que os ligandos iniciais ligados as
AUNPs sdo substituidos por outros. Neste método, as moléculas que sdo inseridas na NP
deslocam os ligandos ja l1a ligados para fora da superficie da NP. Isto acontece pois 0s
ligandos que se estdo a ligar tém uma interagdo mais forte com a superficie metalica da

NP do que os ligandos que saem na troca *.

Este método, geralmente, envolve a substituicdo de um grupo tiol de forma a
incorporar varios outros tipos de moléculas na superficie das AuNPs. Os ligandos
utilizados neste processo sdo varios, podendo ser polimeros, biomoléculas, farmacos,
entre outros. Apds esta substituicdo dos ligandos pode ainda ocorrer uma reagdo de

acoplamento que possibilita funcionalizag@es adicionais 2.

A modificagdo de superficie das AuNPs por interagdes eletrostaticas € um método
ndo covalente que também pode ser utilizado para a funcionalizagdo destas. Este método
aproveita a carga do citrato, que € um agente protetor muito utilizado na producéo das
AUNPs uma vez que este faz um revestimento das particulas estabilizando-as e impedindo
a sua agregacéo e oferecendo um controlo do tamanho e da forma final das NPs, e, assim,
estara presente na superficie da NP, para realizar as interacdes eletrostaticas com outras
moléculas que possuam uma carga oposta. Para a realiza¢do deste método, o controlo do
pH da solucédo é essencial pois uma variacdo deste pode alterar a carga das moléculas e
assim alterar o seu grau de ligacdo as AuNPs, bem como a sua funcionalidade. Assim, é
geralmente adicionada uma solucdo tampédo de forma a estabilizar o pH da solucéo de

forma a maximizar as interagGes eletrostaticas 2843,

A quimica de clique é uma classe de reacdes simples, que englobam um elevado
numero de substratos, rapidas, altamente seletivas em que participam duas moléculas
pequenas e biocompativeis, e que geram rendimentos elevados com nenhuns ou produtos
secundarios benignos. Estas sdo reacGes muito utilizadas em processos de bioconjugacao
e permitem fazer a combinacdo de determinados substratos com certas biomoléculas

através da criacdo de fortes ligagOes covalentes entre estas *.

A funcionalizacéo por quimica de clique € um método muito versatil e eficaz na
modificacdo de superficie de AuNPs que permite a adi¢do de diversos grupos funcionais

e moléculas compativeis com a superficie metalica da NP *,
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5. Caracterizacao

Sdo varios os métodos utilizados para se fazer a caracterizacdo das AuNPs.
Dependendo dos requisitos experimentais e posteriores aplicacfes, as NPs tém de ser
caracterizadas da forma considerada mais adequada. A caracterizagdo de NPs € um
parametro complexo que ndo pode ser definido por métricas convencionais, como
composicao quimica e concentragdo uma vez que as NPs possuem propriedades quimicas
e fisicas Unicas *°. Assim, a caracterizagdo através do uso das diversas técnicas tem uma

grande importancia no controlo de qualidade das AuNPs produzidas.

Estas propriedades e, consequentemente, os comportamentos das AuNPs estéo
dependentes dos tamanhos, das formas, das modificacOes feitas, entre outros, € necessaria
a utilizacdo dos diversos métodos em conjunto para que seja feita uma caracterizagdo
mais precisa possivel e, assim, alcangar um controlo de qualidade mais elevado na

producdo das AuNPs.

Técnica de Caracterizagao

Técnicas Espetroscopicas

UV-Vis: Espetro de absor¢do

DLS: Tamanhos e distribui¢do de tamanhos SEM: Morfologia da superficie e dispersao
XRD: Natureza cristalina e pureza TEM: Tamanho. forma. volume. imagem 2D
EDX: Composi¢do quimica AFM: Topografia da superficie e imagem 3D
SAXS: Distancia inter particula HR-TEM: Tamanho. forma. estrutura cristalina

FTIR: Quimica de superficie

Figura 5.1. Métodos de caracterizacao das nanoparticulas e as informacfes que podem ser obtidas
a partir destes (adaptado de “6).

Ha dois métodos gerais para a caracterizacdo das AUNPs, os métodos
espetroscopicos e 0s métodos microscopicos. Os métodos espetroscopicos baseiam-se nas
propriedades fisicas das NPs, como o tamanho, a morfologia, a forma, a estabilidade
coloidal, e o comportamento eletrénico das suas superficies sendo estas propriedades
atribuiveis aos efeitos quanticos presentes na nanoescala. Técnicas como espetroscopia
UV-Vis, dispersdo dindmica de luz (DLS), difracdo de raios-X (XRD), espetroscopia de

raios-X por dispersao de energia (EDX), dispersao de raios-X de angulo curto (SAXS), e
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espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) sdo muito utilizadas
para a caraterizagdo espetroscopica de NPs “54° Os métodos microscopicos para
caraterizacdo de NPs incluem técnicas como microscopia de forca atomica (AFM),
microscopia eletronica de varrimento (SEM), microscopia eletronica de transmissao
(TEM), e microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo (HR-TEM). Estes
técnicas fornecem, maioritariamente, informacdes sobre o tamanho, forma, e estado de

dispersdo das NPs e também servem como meio de visualizacdo das NPs *°.

A espetrofotometria UV-Vis € um dos métodos mais comuns para a caracterizacao
do surface plasmon resonance localizado (LSPR). A banda de LSPR é suscetivel a
mudancas de tamanho, distribuicdo, agregacdo, e de superficie, sendo que o pico de
absorc¢éo varia com as variagdes dos tamanhos e das formas das particulas. Assim, este €

um método simples e rapido para a analise do tamanho e distribui¢do das AuNPs 2,

A DLS é uma técnica utilizada para obter a distribuicdo de tamanhos
hidrodinamicos das AuNPs e também para obter os seus estados de agregacdo. A
determinacéo da distribuicao depende da intensidade das flutuacGes da luz dispersa. Esta
€ uma técnica Util quando é necessario analisar o estado das particulas em solucéo e, para
além disso, o diametro da camada exterior das AuNPs funcionalizadas pode ser

determinado ao comparar o didmetro destas antes e depois da funcionalizagdo %.

O FTIR é uma excelente ferramenta que permite a caracterizagdo da quimica da
superficie das NPs e as modificacOes feitas a esta. Este método permite a identificacdo de
moléculas presentes na superficie das AUNPSs, atraves do espetro obtido durante a analise
com este método. Este método também permite a identificacdo de trocas de ligandos na
superficie, observadas através das alteracdes no espetro. Assim, este € um método que
permite a avaliacdo da superficie das AuNPs e das suas interacGes com outras moléculas.
No entanto, este método funciona no espetro de infravermelho sendo que o comprimento
de onda que atinge as NPs é muito maior do que estas e, assim, a interacdo entre estes é
fraca e origina sinais de baixa intensidade. Embora este método nédo seja o mais adequado
para a caracterizacdo de NPs de tamanhos mais reduzidos, este permite a caracterizacao
dos componentes na superficie das AuNPs. Assim, este método deve ser associado a

outros métodos 4",

A microscopia de transmissdo eletronica (TEM) é outra técnica muito utilizada na

nanotecnologia uma vez que possibilita a obtengdo de imagens de alta resolugdo de
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particulas na nanoescala. As imagens providenciadas pela TEM permitem fazer a
determinacéo dos tamanhos, das formas, e da distribuicdo dos tamanhos das AuNPs 28,
Neste, um raio de eletrGes atravessa a amostra e, ao chegar ao detetor, uma imagem é

formada com base na intensidade dos eletrdes transmitidos.

A SEM ¢é muito utilizada para o estudo das AuNPs e providencia informacéo
relativamente a distribuicdo de tamanhos, estado de agregacdo, e morfologia das
nanoparticulas “°. Esta é uma técnica que complementa outros métodos de caracterizagio
de AuNPs como TEM e DLS.

A AFM é um método de caracterizacdo de NPs que pode ser aplicado as AuUNPs
para a sua caracterizacdo. Neste método sdo avaliadas as forcas de interacdo entre a
amostra, neste caso a AUNP, com um sensor. Isto permite a obtencdo e a visualizacao de
imagens topograficas de alta resolucéo da superficie de AuNPs individuais e o estudo da
superficie de AuNPs individuais °°. Este ¢, entdo, um método versatil e Gtil na
caracterizacdo de AuNPs individuais ou de pequenos conjuntos de particulas que pode

ser utilizado juntamente com outros métodos para uma caracterizagcdo mais precisa.

6. AplicacGes médicas

™ Terapia anticancerigena
Terapia fototermal

-~ Terapéutica

E ~
Triagem . . Transporte /L Transporte

. 5 . direcionado
Imagiologia de fluorescéncia

’H/L}
' I | Diagnostico

Imagiologia fotoacustica

.
-
/-"'& ”ﬂ‘
Biosensores
Figura 6.1. Esquematizacéo de varias aplicagdes das nanoparticulas de ouro (adaptado de ).
O ouro ja é utilizado na medicina desde ha varios séculos, desde o antigo Egito a

medicina tradicional chinesa em que foi utilizado para o tratamento de varios problemas

20



de satide como doencas cardiacas e artrite reumatoide °. Nas Gltimas décadas, as AUNPs
tém sido desenvolvidas de diversos modos sendo que a sintese destas é cada vez mais

confidvel e com rendimentos elevados 2.

6.1. AUNPs como meio de diagnostico

As AuNPs podem ser ferramentas potentes no diagndstico de cancro e podem
ajudar a superar algumas das limitac6es dos meios de diagnosticos atuais sendo, entao,
uma componente muito importante do tratamento do cancro. Um diagnéstico correto e
precoce permitira mais facilmente direcionar mais a terapéutica do cancro, permitindo

assim melhores resultados no tratamento.

A utilizacdo de AuNPs pode aumentar a sensibilidade e especificidade dos
métodos de detecdo de cancro. Como mencionado anteriormente, estas podem ter as suas
superficies funcionalizadas com diversos compostos. A adicdo de compostos como
anticorpos ou aptameros as AuNPs, permitem o direcionamento para certos marcadores
tumorais. Assim, a ligacdo das AuNPs funcionalizadas aos recetores tumorais permite
uma maior acumulacdo das particulas facilitando assim a detecdo e o diagnéstico do

cancro 2.

Podem, também, ser adicionados as NPs compostos que apresentem algum grau
de fluorescéncia que, permitindo que estas sejam detetadas por diversos instrumentos e
possibilitando assim o diagndstico do cancro através da observacdo das imagens obtidas.
Para além disso, as proprias AuNPs também apresentam fluorescéncia. Esta forte
fluorescéncia pode ser detetada quando nas AuNPs € incidida uma forte luz e estas

atingem um estado de energia de alta excitagdo *.

As AuNPs sdo muito versateis e podem ser utilizadas para realizar o diagnostico
tanto in vitro como in vivo, uma vez que as suas propriedades oOticas e eletrénicas as
tornam 6timos agentes em imagiologia e detecdo do cancro. As AuNPs sdo, de entre 0s
varios nanomateriais, excelentes candidatas como componentes de agentes de contraste
para diferentes métodos de diagnoéstico instrumental como tomografia computorizada
(TC), ressonancia magnética (MRI), tomografia por emissdo de positrées (PET), por

fluorescéncia (FI) e fotoacustica (PAI). As AuNPs podem funcionar como agentes
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multimodais uma vez que podem ser ativas em varias destas técnicas de diagnostico

simultaneamente 4.

Imagiologia Diagnéstico

T2\ &y
Detecao de virus .
Detegao de cancro
Tomografia 1™\
computadorizada HERRRR AR R R AR
[P S —
Detecdo de miRNA

Ultrassom
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Ressonancia magnética «

Imagem fotoacustica
@ ) ﬁ @&
laser =
Tomografia por emissao Polimorfismos de Infecbes oticas

de positrées nucledtidos Gnicos

Tomografia de coeréncia 6tica

Figura 6.2. Aplicacdes das nanoparticulas em imagiologia e diagnéstico (adaptado de 24).

6.1.1. Imagem por tomografia computadorizada

A TC é uma técnica de imagiologia que permite obter uma imagem a trés
dimensdes (3D) do objeto em estudo. Esta técnica utiliza o poder penetrante dos raios-X
de forma a obter uma série de imagens a duas dimensées (2D) de diversos pontos de vista.
Apds a captacdo destas imagens, um algoritmo de reconstrucdo analisa as imagens e

junta-as de modo a se obter entdo a representacdo 3D desejada 4.

z !
y
L 500um

Figura 6.3. Tomografia computadorizada de uma falha num compdsito monofilamentar. (a)
radiografia; (b) tomografia reconstruido; (c) corte transversal virtual; (d) renderizacdo final (adaptado de
54

A TC baseada na atenuacao dos raios-X por parte dos tecidos € um dos métodos
mais utilizados no diagndstico clinico devido a sua alta precisdo. Neste método,
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geralmente sdo utilizados elementos com um ndmero atomico elevado e com uma elevada
densidade uma vez que tém tendéncia a ter uma melhor absor¢ao dos raios-X. Uma vez
que os tecidos moles do organismo sdo compostos por carbono, hidrogénio, oxigenio, e
outros elementos, estes ndo apresentam grande capacidade de atenuacdo dos raios-X,
sendo que a utilizacdo dos agentes de contraste com um nimero atémico elevado é

necessario para a TC 5.

Os agentes de contraste mais utilizados sdo compostos baseados em moléculas
contendo iodo como o iopamidol, iodixanol ou ioexol. No entanto, estes compostos
apresentam um curto tempo de permanéncia no organismo devido aos seus pequenos
pesos moleculares e sdo necessarias concentragdes elevadas para um contraste adequado,
que podem levar a efeitos adversos como vomitos e reacOes anafilaticas. Estas
caracteristicas podem limitar o seu uso na pratica clinica °. Devido as limitacGes
apresentadas pelos compostos de iodo, tem-se suscitado um interesse crescente em

compostos baseados em NPs como agentes de contraste alternativos °’.

Os agentes de contraste com NPs oferecem varias vantagens comparativamente
com os agentes de contraste de moléculas pequenas. As NPs possuem uma boa
biocompatibilidade, e as suas formas, os tamanhos, e a quimica de superficie podem ser
ajustados para aplicacfes biomédicas especificas. As AuNPs, devido ao elevado numero
atdmico do ouro e da densidade deste, possuem boas propriedades de atenuacao de raios-
X %", As AuNPs absorvem os raios-X mais fortemente do que os tecidos circundantes o
que cria um forte contraste na imagem por TC °8. Assim, as AuNPs s3o agentes ideais
para a observacdo de varios tipos de tecidos como tecido tumoral, vasos sanguineos, e

outras estruturas anatomicas.

Para se obter imagens mais precisas e eficazes de zonas tumorais pelo uso de TC
é benéfico modificar a superficie das AuNPs com ligandos que permitam fazer o
direcionamento especifico para essas zonas tumorais. Isto pode ser feito pela adi¢do de
diversos compostos como anticorpos, péptidos, aptameros, vitaminas, entre outros. Estes
agentes provocam uma maior acumulacdo das AuNPs na zona tumoral o que permite a

obtencéo de imagens mais precisas dessa zona %%,

Khademi et. al. investigaram a utilizacdo de AuNPs funcionalizadas com &cido
folico e cisteamina para a imagiologia TC direcionada para células cancerigenas in vitro.

Foi observado que estas AuNPs ndo afetam a morfologia celular, a viabilidade, nem o
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ciclo celular das células tumorais e permitiram a observagdo da zona tumoral através da
imagem TC. Estas AuNPs especificas para as células tumorais foram consideradas

seguras para 0 uso em TC de tumores in vivo °°.

6.1.2. Imagem por ressonancia magnética

A MRI ¢é uma técnica de imagiologia ndo invasiva e ndo ionizante que é
particularmente Gtil na detecdo e caraterizacdo de patologias de tecidos moles. Esta
fornece imagens 3D de alta resolucéo, penetracéo, e contraste. Isto faz da MRI uma das
primeiras escolhas para o diagndstico e monitorizacdo de vérias doencas sendo o cancro

uma delas .

Este método apresenta algumas vantagens, relativamente a outros metodos de
imagem, como uma melhor detecéo, e diferenciacdo, de lesdes de tecidos normais e uma
melhor caracterizacdo desta, ndo utiliza radiacdo ionizante sendo que pode ser utilizado
em gravidas e criangas, e permite assim uma maior repetibilidade. Este método apresenta
também algumas limitacbes como maiores tempos de analise, custo superior, ruido
devido aos pulsos de radiofrequéncia (RF) e a prépria construcdo da maquina podem

induzir preocupacio do doente 2.

a

Figura 6.4. Spin nuclear. O n(cleo, ao rodar, induz um campo magnético, apresentando um
comportamento semelhante a um iman. A diregdo das setas representa a direcio do campo magnético 3.

O método de MRI faz uso das propriedades magnéticas dos protdes de agua
presentes no organismo de forma a gerar imagens. ApOs exposicdo a um campo
magnético externo (Bo), 0s momentos magnéticos resultantes dos spins nucleares dos
protbes, previamente dispostos de forma aleatdria, alinham-se no plano longitudinal. De
seguida, um pulso de RF é utilizado para excitar o sistema e mudar 0 momento magnético
dos protdes para o plano transversal. Quando o pulso é desligado, a magnetizacdo
transversal decai com o tempo, processo chamado de relaxamento, que gera entdo 0s

sinais que podem ser reconstruidos em imagens 3D 6164,
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Figura 6.5. (A) Na auséncia de um campo magnético, 0s momentos magnéticos dos nlcleos estéo
distribuidos de forma aleatoria. (B) Na presenca de um forte campo magnético externo, os nucleos alinham
paralelamente ou antiparalelamente ao campo externo (adaptado de ).

O processo de relaxamento pode seguir dois caminhos distintos, independentes e
simultaneos: o relaxamento T e o relaxamento T». Diferentes tecidos do organismo tém
tempos de relaxamento T1 e T diferentes sendo essa diferenca explorada para criar o
contraste em imagens de MRI. No entanto, dada a abundancia de moléculas de dgua no
presentes no organismo, a razdo sinal-ruido € muito baixa o que leva a obtencdo de um

baixo contraste, o que contribui para a baixa sensibilidade intrinseca da MRI ©°.

Devido a esta baixa sensibilidade intrinseca da MRI sdo utilizados agentes de
contraste externos de forma a contornar esta limitacdo deste método de imagem ao
encurtar os tempos de relaxamento dos protdes. Estes agentes de contraste podem ser
divididos em dois grupos, de acordo com modo operacional. Estes podem ser agentes de
contraste T1, ou agentes de contraste positivos, que diminuem os tempos de relaxamento
longitudinal e aumento a iluminacdo da zona de acumulacdo destes, ou agentes de
contraste T», ou agentes de contraste negativos, que diminuem o tempo de relaxamento

transversal e escurecem a area a volta destes .

T1 + Contrast

Figura 6.6. Meningioma visualizado mais facilmente devido a utilizac&o do gadolinio como agente
de contraste ©7.

Diversas formulac@es tém sido estudadas e utilizadas como agentes de contraste

para MRI, desde complexos metalicos a nanoparticulas, sendo que atualmente estdo
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aprovados para uso clinico agentes de contraste a base de gadolinio (Gd*"). Estes
apresentam alguns problemas relacionados principalmente com a sua répida excrecao e
com a possibilidade de libertar metais pesados livres in vivo. De forma a ultrapassar esta
limitacdo, tém-se estudado a utilizacdo destes compostos na forma de NPs ou associados
a estas. As NPs apresentam algumas vantagens como a composi¢do facilmente ajustavel,

o controlo da farmacocinética da NP, e uma melhoria das carateristicas magnéticas destas
66

As AuNPs podem ser utilizadas como transportadoras dos agentes de contraste,
uma vez que podem ser funcionalizadas com compostos que permitam o direcionamento
para determinadas zonas do organismo. A utilizacdo das AuNPs para transporte dos
agentes de contraste permite a utilizacdo de menores doses destes e pode-se observar uma
menor acumulacgéo nos tecidos, o que ira diminuir possiveis efeitos adversos que possam
surgir com a utilizagcdo dos agentes de contraste. Alric et. al. investigaram a utilizacao de
um complexo de AuNPs com Gd e observaram que apesar do baixo conteido de ouro e
gadolinio utilizado, as particulas foram facilmente detetadas e demonstraram nédo se
acumular nos varios o0rgdos, circulando livremente e reduzindo, assim, o aparecimento de

efeitos tdxicos 8.

Para além do seu uso como agente de contraste, as AUNPs podem ser associadas
a materiais superparamagnéticos, como é o caso de oOxidos de ferro. Esta associacao
combina as propriedades magnéticas unicas das NPs e permite a funcionalizacdo com
outros compostos, incluindo anticorpos que permitird entdo uma acdo mais direcionada
24 lancu et. al. avaliaram a capacidade de aumento do sinal MRI e a citotoxicidade in
vivo do complexo de NPs de ferro revestidas com ouro, como agente de contraste. Neste
estudo foram obtidas NPs estaveis que produziam um sinal T quando injetadas em ratos
indicando que podem ser utilizadas como agentes de contraste negativo em MRI e, para

além disso, uma reducéo da toxicidade também foi observada °°.

6.1.3. Imagem por tomografia por emissdo de positroes

A PET é uma técnica de imagem que utiliza um vasto numero de radiofarmacos
marcados com is6topos radioativos que permitem a obtencdo de imagens da distribuicdo
destes através de um detetor externo °. Este método é capaz de detetar e fornecer

informagdes sobre alteragdes moleculares sugestivas de tecidos tumorais, em tempo real,
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podendo ser direcionada a uma variedade de alvos moleculares "2, A imagem obtida por
este método ndo é geralmente adequada para uma localizacdo anatomica precisa da
patologia. Assim, este método pode ser com associado & TC de forma a obter imagens

anatémicas de alta resolugdo .

Positrdo
emitido (B+)

v
v
4
Y
4

y (511 keV) e a4 v (511keV)

Figura 6.7. Apds emissdo, os positrdes combinam com os eletrdes. Isto resulta na producéao de dois
fotOes antiparalelos que atingem detetores opostos (adaptados de 7).

Os radiofarmacos utilizados concentram-se num determinado tecido do
organismo, de acordo com as caracteristicas do farmaco e do tecido. Estes, devido ao seu
decaimento, libertam positrées. Um positrdo é uma antiparticula de um eletrdo com massa
e carga idénticas. Estes positrdes, apds a sua libertacdo, colidem com os eletrdes e as
massas destes sdo convertidas em energia. Sdo emitidos dois fotdes y em direcdes opostas,
que sdo entdo detetadas pelos instrumentos. Esta emissdo simultanea de dois fotGes esta

na base da imagem pelo método PET .

Sé&o varios os radiofarmacos que podem ser utilizados na imagem PET sendo que
o F-fluorodesoxiglucose (FDG) é o mais importante e 0 mais utilizado, particularmente
na imagem PET de diversos cancros. O FDG apresenta uma maior acumulagdo nos
tecidos tumorais. Isto deve-se a elevada expressdo do transportador de moléculas de
glucose nas células tumorais e a um aumento da concentracdo e acdo da enzima

hexocinase. Assim, o FDG é um excelente radiofarmaco para a imagem PET de tumores
75,76
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Para além das aplicacBes da PET na delineacéo do cancro, esta também pode ser
utilizada para avaliar o perfil farmacocinético de varios compostos incluindo NPs 7. A
visualizagdo da distribuicdo das NPs é muito importante sendo que a abordagem mais
prudente é através da incorporacdo de radiois6topos nas NPs, processo chamado de

marcagao radioativa permitindo assim o seu acompanhamento através da PET 78,

Direcionamento passivo Direcionamento ativo

» Nanoplataforma

Nanoplataforma radiomarcada Nanoplataforma radiomarcada
nao direcionada direcionada

Figura 6.8. Esquematizacdo do direcionamento passivo mediado pelo efeito de retencdo e
permeabilidade aumentada e do direcionamento ativo baseado em nanoparticulas inorganicas
radiomarcadas (adaptado de ®).

O uso de NPs radiomarcadas na PET apresenta algumas vantagens. As NPs podem
atuar como amplificadores de sinal, uma vez que a sua elevada area superficial permite
incorporar um maior numero de radionuclideos e agentes de direcionamento,
possibilitando uma maior concentracao de radionuclideos no tecido alvo e um sinal mais
forte. Esta amplificacdo de sinal leva a melhores indices de contraste e a uma maior
sensibilidade do método em comparacdo com os radiofarmacos convencionais. A
incorporacdo de agentes de direcionamento para o alvo pretendido permite melhorar a
detecdo de diversos tipos de cancros, e leva a um maior tempo de semivida dos farmacos
no organismo em comparacdo com os farmacos livres o que leva a uma melhor

biocompatibilidade das NPs ""8,

As AuNPs representam uma excelente plataforma para funcionalizacdo com
compostos de direcionamento especificos e modificacdo para detecdo por técnicas de
imagem. A depuracdo renal rdpida € uma caracteristica apresentada pelas AuNPs

preferivel para o seu uso em diagndstico radioativo de forma a evitar uma sobrecarga de
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radiacdo nos tecidos saudaveis. Para além disso, a possibilidade de conjugagdo com

radionuclideos tornam-nas 6timas opgdes para a imagem PET °,

Ghiassian et. al. realizaram a sintese de AuNPs funcionalizadas com nitrona e
radioetiquetadas com 8F. Este agente de imagem PET resultante foi entdo testado in vivo
e apresentou uma ampla biodistribuicdo e captacao pelos 6rgéos de fundo, como os rins,
os pulmdes, e o coragéo, relativamente baixa. As AUNPS com nitrona representam uma

ferramenta versatil para ligacdo de radiofarmacos, e outros compostos, e proceder a sua

entrega direcionada a tecidos especificos .
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Figura 6.9. Esquerda: Imagem PET de [18F]AuNP 40-60 minutos apds injecdo 1V em murganhos,
imagem coronal (esquerda) e sagital (direita). Direita: Curvas do valor de captacdo padronizado 1 hora apds
injecdo (adaptado de ).

Zhao et. al. demonstraram um novo método de radiomarcacio de ®‘Cu para
AUNPs e avaliou a sua farmacocinética in vivo bem como a sua capacidade de imagem
PET num modelo de cancro da mama em murganhos. Observou-se que a incorporagéo
direta do ®*Cu nas AuNPs proporcionou uma radiomarcacio estavel e permitiu obter um
controlo preciso da atividade desse complexo. Conseguiu-se obter direcionamento para
alvos especificos e também uma minimizacdo da interpretacdo incorreta das imagens
PET, sendo que as AuNPs com ®Cu podem ser consideradas como plataformas para

futuras imagens PET oncoldgicas .

6.1.4. Imagem fotoacuUstica

O método de PAI é um método de imagiologia que combina os principios da
técnica de ultrassom e dos efeitos fotoacusticos induzidos por laser. Este método permite
a visualizacdo ndo invasiva de tecidos com alto contraste e resolugdo, nomeadamente o

sangue presente na Vvasculatura. Assim, as principais aplicacdes clinicas séo
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predominantemente na detecdo, no diagndstico, ou monitorizacdo terapéutica de

patologias em que se verifica alteraces na vasculatura, como cancro e inflamagao .

Quando os tecidos sdo irradiados por fotdes, dependendo do comprimento de onda
da luz incidente, os fotGes penetram até determinada profundidade. J& no tecido, os fotdes
sdo espalhados e absorvidos, o que ocorre devido a moléculas absorventes de luz, os
cromoforos. A energia Otica absorvida induz um aumento transitério de temperatura

localizado que gera pressdo por meio de expansdo termoelastica 82,

‘Laser S
@ . . N
a; Aquisigao
o de dados

Expansio

Abcoraaritos temjelastlca

- Geragdo de
imagem
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Figura 6.10. Principio geral da imagem fotoacustica. Os croméforos alvo absorvem a energia 6tica,
que resulta num aumento de temperatura localizado. Isto induz um aumento de pressdo localizado que se
propaga para fora e em dire¢do a um transdutor ultrassénico. O sinal capturado é reconstruido de forma a
mapear a deposicéo de energia dtica original dentro do tecido (adaptado de ).

A PAI baseia-se principalmente na absorcao otica intrinseca dos cromoforos nos
tecidos humanos, sendo estes a hemoglobina, a melanina e os lipidos. Como cada um
destes cromoforos exibe os seus proprios espetros de absorcdo, o uso da PAI com
multiplos comprimentos de onda permite a quantificacdo relativa destes e permite a
investigacdo de alteracdes fisiologicas em tecidos. Este método pode utilizar a melanina
para obter imagens de melanomas e outras lesdes pigmentadas. Se o contraste enddgeno
ndo for suficiente, devido a espetros de absorcdo dos cromdforos muito semelhantes,
podem ser utilizados agentes de contraste exdgenos de forma e melhorar o contraste e

consequentemente as imagens obtidas 8.

As AuNPs possuem propriedades que as tém tornado em opcdes vidveis para
utilizacdo como agente de contraste na PAI. Propriedades como a sua biocompatibilidade,
a facilidade de ajuste das suas propriedades éticas, e a possibilidade de serem conjugadas
com outros compostos. As AuNPs tém sido utilizadas para aumentar o contraste em

técnicas de imagem otica ®. As AuNPs possuem uma forte absor¢do na regido NIR do
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espetro eletromagnético e, quando expostas a esta radiacdo, absorvem os fotdes e
convertem as suas energias em calor provocando uma expansao térmica que induz um
aumento de pressdo que resulta na criacdo de ondas fotoacUsticas. Estas ondas
fotoacusticas sdo captadas por detetores especificos que geram sinais fotoacusticos que

sdo posteriormente processados e reconstruidos de forma a obter uma imagem 8,

Para além do uso das AuNPs como agente de contraste em PAI, estas também
podem apresentar outras funcionalidades. As AuNPs podem ser funcionalizadas com
ligandos especificos que permitam o seu direcionamento para determinados tecidos

tumorais 0 que permite uma visualizagdo mais precisa das zonas tumorais &’.

Jokerst et. al. prepararam AuNPs para obtencdo de imagens de modelos de
xenoenxertos de tumor subcutédneo do ovario in vivo. Observou-se que 0 agente de
imagem molecular baseado em particulas de ouro permitiu a visualizagdo por PAI do

tumor. Para além disso, verificou-se que o agente utilizado é ndo toxico para as células

ex vivo %.
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Figura 6.11. (A) Os dados de biodistribuicdo ao longo do tempo indicam um abastecimento de
sangue superior a 10%ID/g por seis horas apds a injecéo intravenosa. Os principais locais de acumulagio
s80 0 baco e o figado, de acordo com internalizacdo pelo sistema reticuloendotelial. (B) Verifica-se uma
relacdo linear positiva entre a concentracdo de ouro no tumor e o sinal fotoacustico. Tanto o sinal
fotoacUstico como a concentragdo de ouro atingirem o pico a trés horas apds a injecdo (adaptado de ).

6.2. AuUNPs como meio de tratamento

Os métodos atuais utilizados para o tratamento do cancro incluem a cirurgia, a
quimioterapia, e a radioterapia. Estes métodos sejam considerados eficazes e utilizados
desde h& vérias décadas, estes também apresentam diversas limitacGes e efeitos adversos

graves 88,
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O desenvolvimento da nanotecnologia permitiu um avanco significativo das
aplicacdes biomédicas das AuNPs, sendo que estas tém sido o foco de especial atengéo.
As AuNPs sdo dos materiais mais estudados na area da nanotecnologia para aplicacdes
biomédicas, uma vez que possuem propriedades especificas que as tornam valiosas na
administracdo de farmacos, em imagiologia, e no tratamento do cancro, sendo que séo
considerados dos materiais com maior potencial para melhorar diversas estratégias

terapéuticas no tratamento do cancro 8.

6.2.1. AuNPs para transporte de farmacos

A quimioterapia € um método muito frequente para o tratamento do cancro que
resulta em diversos efeitos secundarios prejudiciais, como anemia, perda de peso, queda
de cabelo e problemas nos sistemas renal e digestivo. Estes efeitos secundarios tém um
grande impacto na saude dos doentes e pode levar a falhas na terapéutica e a alteracdo
desta. Os sistemas de entrega de farmacos (DDS) s@o opgOes viaveis na terapia
anticancerigena. Estes permitem a distribuicdo dos farmacos para zonas ou celulas
especificas, o que permite a reducdo da dosagem terapéutica, o aumentando da
concentragcdo do farmaco no tecido alvo, minimizando os danos nos tecidos saudaveis.
As AuNP sdo muito utilizadas como DDS devido a sua baixa toxicidade e boa
biocompatibilidade e, para além disso, as caracteristicas quimicas superficiais destas
permitem que estas sejam associadas a diversas moléculas de forma a atingir ativamente

as células alvo 1.

A acumulacéo nas zonas tumorais dos farmacos transportados pelas AUNPs pode
ocorrer através de um direcionamento passivo, devido ao efeito EPR, direcionamento
ativo, pela conjugacdo das NPs com compostos que permitam o direcionamento, ou
mesmo uma combinacdo destes dois métodos. Estas abordagens permitem que as NPs
libertem os farmacos apenas em determinadas circunstancias como diminui¢cdo do pH,
sobrexpressdo de certos componentes celulares, ou em células numa determinada fase 2.
Isto permite que uma menor concentracdo de farmaco se encontre em tecidos saudaveis

diminuindo assim os efeitos adversos destes farmacos.

O direcionamento passivo € uma abordagem simples, baseada principalmente no
tamanho das AuNPs, que permite a entrega de farmacos a zona tumoral. Neste método,

as NPs acumulam-se nas zonas tumorais através do efeito EPR . Este tipo de
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direcionamento utiliza as carateristicas fisiopatolégicas do tecido tumoral, sendo que este
tem um sistema vascular subdesenvolvido e altamente permeével permitindo assim que
as AuNPs se acumulem facilmente nestas zonas. No entanto, este método pode ndo ser
suficiente para a terapia anticancerigena. A técnica do direcionamento ativo pode ser
utilizada juntamente com a de direcionamento passivo. Com esta abordagem, as AuNPs
podem ser conjugadas com compostos que permitam obter uma maior retencdo e

acumulac&o nas zonas tumorais %.

As AuNPs podem, entdo, ser conjugadas com diversos farmacos com atividade
antitumoral como paclitaxel (PTX), doxorrubicina (DOX), metotrexato (MTX),
complexos de platina, gemcitabina, 5-fluorocilo (5-FU), entre outros. Estes sdo farmacos
muito utilizados no tratamento de diversos tipos de cancro cujo uso apresenta diversas
limitacOes e potenciais efeitos adversos graves que podem estar por tras de falhas nas

terapéuticas anticancerigenas.

O metotrexato (MTX) é um farmaco anticancerigeno, andlogo do &cido folico,
muito utilizado no tratamento de varios cancros como, cancro do pulmdo, da mama, e da
prostata. O uso do MTX apresenta algumas limitacbes como baixo tempo de semivida,
baixa solubilidade, e baixa difusdo pelo organismo e, para além disso, a utilizacdo do
MTX pode resultar no aparecimento de MDRs, sendo verificada uma menor
internalizacdo do farmaco por parte das células o que pode originar falhas terapéuticas .
A conjugacdo deste com as AuNPs permite uma mais facil entrada na célula e como
consequéncia disso permite superar as MDRs obtidas. A utilizacdo de AuNPs coloidais
acopladas ao MTX demonstrou um maior efeito anticancerigeno em varias linhagens de
células tumorais em comparagdo com o MTX livre L. Isto deve-se a um maior acimulo
e a uma maior concentracdo de MTX nas células tumorais devido a sua conjugacdo com
as AuNPs.
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Figura 6.12. Estrutura e formula quimica do metotrexato (MTX) (adaptado de %).
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Rizk et. al. investigaram a eficacia terapéutica de MTX com AuNPs
funcionalizadas com &cido félico e anticorpos contra o fator de crescimento
transformador B1 (TGF-B1) como agentes especificos para fazer o direcionamento para o
cancro da mama e para inibir o aparecimento de metéstases. Neste caso, em comparagdo
com o farmaco livre, demonstrou-se uma menor citotoxicidade contra as células normais
do organismos e uma maior absorcdo celular por parte das células cancerigenas que

sobrexpressam recetores folato, e também uma reducéo dos niveis de TGF-B1 extracelular
93
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Figura 6.13. Desenho de AuNPs multifuncionais (A) e otimizacao de AuNPs conjugadas de forma
o efeito anticancerigeno. O anticorpo TGF-B1, o metotrexato, e o &cido folico foram conjugados com as
AUNPs (adaptado de *3).

O paclitaxel (PTX) € um farmaco de primeira linha na quimioterapia de tumores
solidos. Este € um agente antimicrotubular que inibe a reorganizacdo da rede de
microtubulos essencial para as funcdes vitais celulares. O seu uso apresenta limitacGes
como baixa solubilidade, elevada toxicidade, e pode originar resisténcias durante a
quimioterapia **. O PTX pode ser associado a AuNPs de forma a reduzir os efeitos
adversos graves que a terapéutica com este pode produzir mas também aumentar a
eficacia do tratamento anticancerigeno com PTX %. A associacdo do PTX com as AuNPs
permite que haja, entdo, uma diminuicdo da toxicidade contra as células saudaveis do
organismo e, assim, um menor aparecimento de efeitos adversos e também um aumento
da captacdo pelas células tumorais e da atividade anticancerigena do PTX, em

compara¢do com o farmaco livre.
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Figura 6.14. Estrutura e formula quimica do paclitaxel (PTX) (adaptado de ).

Ren et. al. investigaram o uso de AuNPs modificadas com PEG e &cido fdlico

como DDS para o transporte de PTX para as células tumorais das linhagens HCT-116,

HelLa, e SMMC-7721. Observou-se que o PTX associado as AuUNPs, com direcionamento

especifico para células tumorais que sobrexpressam o recetor folato, apresentava uma alta

atividade contra estas linhagens celulares, era mais eficaz na inducdo da morte celular, e

provoca um aumento de ROS intracelular comparativamente ao PTX por si s6 ¥/,
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Figura 6.15. Eficacia antitumoral do PTX livre (5 mg/kg) e do PTX associado as AuNPs (5 mg/kg),
investigada ao longo de sete administracdes intravenosas. (A) Alteracfes do peso corporal durante o

tratamento; (B) Alteragdes do volume dos tumores (adaptado de ).

A doxorrubicina (DOX) € um farmaco citotdxico da familia das antraciclinas com

efeito antineoplasico através de mecanismos de intercalacdo no DNA, por inibicdo da

enzima topoisomerase 1, e pela formacao de espécies reativas de oxigenio (ROS). Estes

mecanismos tém grandes impactos na sintese de DNA e promovem a apoptose das células

cancerigenas %®. A DOX é, entdo, um forte agente anticancerigeno embora apresente

efeitos adversos graves dependentes da dose, como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, e

em varios outros 6rgdos devido a um transporte reduzido para a zona tumoral, e esteja

suscetivel ao aparecimento de resisténcias %°. A conjugacdo das AuNPs com DOX pode

ser benéfica uma vez que permite a reducéo da dose de DOX, mas mantendo a sua eficacia
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terapéutica, devido a um maior direcionamento as células tumorais levando a uma

reducéo dos efeitos adversos 0,

(C27H29NO121)

NH2

Figura 6.16. Estrutura e formula quimica da doxorrubicina (DOX) (adaptado de °1).

Hung et. al. investigaram a capacidade de inibi¢cdo tumoral do complexo de AUNP
funcionalizada com PEG e grupo funcional pireno e conjugada com a DOX nas linhagens
celulares DLD-1 e HCT-116 do cancro do colon, realizada em modelos animais. Foram
utilizadas duas concentragdes de pireno, 0,8 mg/ml e 1,5 mg/ml denominadas PPPyA e
PPPyB, respetivamente. Este estudo demonstrou que estes complexos apresentaram uma
inibicéo significativa das células tumorais estudadas bem como nos modelos in vivo. Esta
inibicdo conseguiu-se com doses de DOX inferiores em relacdo ao que seria necessario
de DOX livre para se obter o mesmo efeito, levando assim também a uma reducdo do

aparecimento de efeitos adversos 1%,
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Figura 6.17. Capacidade de inibigdo tumoral dos compostos em ratos. (&) Crescimento tumoral em
cada grupo medido ao longo do ensaio; (b) Peso corporal dos ratos de cada grupo que foi medido ao longo

do ensaio; (c) O crescimento tumoral e a taxa de inibi¢do tumoral foram por fim analisadas (adaptado de
102).

O 5-flurocilo (5-FU) é um dos farmacos mais utilizados para o tratamento de
varios cancros. Este € um andlogo do uracilo e atua como antimetabolito interferindo com
a sintese de DNA levando, assim, a morte celular. Para além desta sua ag&o nas células
tumorais, este farmaco também afeta as células saudaveis do organismo o que pode levar
a potenciais efeitos adversos como mucosites orais graves, sindrome de mao-pé,
mielosupressdo, entre outros. Estes efeitos, juntamente com a sua janela terapéutica
estreita e potenciais MDRs que podem aparecer, levam a necessidade de melhorar a
terapéutica com 5-FU. A associacdo deste com AuNPs pode permitir o uso do 5-FU mas
evitando estas desvantagens da sua utilizacdo. A conjugacao com as AuNPs pode, entéo,
melhorar a sua biodisponibilidade e, para além disso, pode ainda permitir uma entrega do
farmaco mais direcionada para as zonas tumorais o que leva a uma diminuicao dos efeitos

adversos da terapéutica %3,
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Figura 6.18. Estrutura e formula quimica da 5-fluorocilo (5-FU) (adaptado de %4).

Liszbinski et. al. investigaram o uso de AuNPs carregadas com 5-FU e anticorpos
anti EGFR como forma de ultrapassar as resisténcias apresentadas pelas células do cancro
colorretal. O uso destes anticorpos permite o direcionamento do complexo para as células
cancerigenas que sobrexpressam o EGFR o que permitiu uma entrega do farmaco
diretamente nas células. Isto levou a um aumento da apoptose das células cancerigenas e

a uma menor proliferacio destas células, em comparagdo com o uso do farmaco livre %,
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Figura 6.19. Citotoxicidade das AuNPs, do 5-FU, e dos compostos a uma concentragdo de 1x10%°
NP/ml nas linhagens de células tumorais HCT-116 (esquerda) e HT-29 (direita) ao fim de 48 horas
(adaptado de %)

As AuNPs apresentam uma grande versatilidade nas suas aplicagdes como DDS,
como se pode comprovar pela variedade de farmacos e compostos que pode transportar.
As suas capacidades de direcionamento aos tumores possibilita 0 combate ndo s6 aos
varios tumores sélidos localizados mas também pode ajudar no tratamento e prevencao
de tumores metastaticos em modelos animais. As AUNPs demonstram, entdo, um grande

potencial de aplicagdo na pratica clinica no tratamento do cancro %,

O uso das AuNPs como DDS tem atraido uma atencéo significativa devido as suas
diversas propriedades e, consequentemente, as vantagens que estas oferecem na sua
utilizacdo, desde a melhoria do direcionamento do farmaco a reducdo dos efeitos
adversos. Embora as AuNPs oferecam estas diversas vantagens, a sua passagem para a
pratica clinica ainda esta dependente da realizacao de ensaios clinicos para fazer a revisdo

da sua seguranca.

6.2.2. Radioterapia

A radioterapia € um dos métodos mais comuns utilizados no tratamento de cancro.
Este método utiliza radiacdo de alta energia de forma a matar as células tumorais 7. A
radioterapia provoca danos no DNA através da acdo direta ou indireta de raios-gama ou
raios-x internos ou externos. A utilizacdo de particulas alfa e beta € também possivel neste

tipo de tratamento.

A radioterapia apresenta diversas limitacdes principalmente devido aos efeitos
secundarios toxicos associados com esta terapéutica como, heterogeneidade da dose e
resposta, e a exposicdo a longo prazo dos tecidos saudaveis. Com o aparecimento de
células tumorais resistentes a radiacdo podem ser necessarias doses superiores o que pode

causar ainda mais danos e morte das células e tecidos saudaveis 1%,

Tém sido feitas diferentes propostas para balancear os resultados da terapéutica e
os efeitos adversos associados a radioterapia atraves de processos como reversdo das
resisténcias a radiacdo por parte dos tumores, aumento da tolerdncia a radiacdo dos
tecidos saudaveis, aumento da radiossensibilizacdo dos tumores, e limitacdo da deposi¢do

da dose de radiagdo nos tecidos tumorais 1°8,
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Figura 6.20. Radioterapia: Administracdo de nanoparticulas de ouro na zona tumoral seguida da
aplicacdo de uma fonte de radiacdo que resulta na sensibilizacdo das nanoparticulas de ouro e numa morte
das células tumorais superior 1°°.

Assim, os radiossensibilizadores, compostos quimicos ou biologicos que
aumentam a dose eficaz da radioterapia nas células cancerigenas, podem ser ferramentas
eficazes na radioterapia do cancro. Em particular, nanomateriais com numero atomico (Z)
elevado, como o bismuto (Z=83), o ouro (Z=79), o tungsténio (Z=74), a prata (Z=47),

entre outros, sio comummente usados como potenciadores de dose na radioterapia 1°71%,
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Figura 6.21. Potenciais mecanismos da radiossensibilizacéo pelas nanoparticulas de ouro. Podem
ser resumidos em trés partes: (1) Aumento da dose fisica, devido ao efeito fotoelétrico do ouro; (2)
Contribui¢des quimicas com base na sensibilizagdo quimica do DNA aos danos induzidos pela radiacao,
bem como do aumento da geracdo e catalise de radicais; (3) A fase bioldgicas em diversos mecanismos
como producdo de espécies reativas de oxigénio, stress oxidativo, disfun¢do mitocondrial, efeitos no ciclo
celular, e inibicio da reparacdo do DNA 1%,
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As AuNPs tém potencial uso como radiossensibilizadores em radioterapia. Este
seu potencial deve-se a capacidade das AuNPs de quebrar as ligacbes de DNA quando
expostas de raios-Y ou raios-X 7. A interacdo dos fotdes com as AuNPs leva a producéo
de eletrbes secundarios sendo que estes provocam a ionizacdo do DNA. Os eletrdes
secundarios podem também reagir com a agua presente nos tecidos, produzindo radicais
livres que se ligam ao DNA levando a oxidacdo e a danos neste. A producéo dos radicais
livres, do stress oxidativo, a indugdo dos danos no DNA, e os efeitos no ciclo celular séo
0s principais mecanismos envolvidos na resposta bioldgica a radiossensibilizacdo das
AUNPs 1%,

Como radiossensibilizadores tumorais, as AuNPs, em particular, tém sido alvo de
estudos devido as vantagens que oferecem, comparativamente com outros nanomateriais
198 De forma a maximizar o efeito terapéutico das AuNPs € necessario determinar as
caracteristicas, principalmente tamanho e forma das particulas, que melhor se enquadram

no alvo pretendido.

A hipoxia tumoral € um fendmeno muito observado em tumores solidos que
dificulta a terapéutica do cancro pelos diversos metodos, incluindo pela radioterapia. A
hipoxia, € uma condi¢do em que 0 corpo ou uma regido do corpo esta privada de oxigénio.
Kim et. al. investigaram a utilizacdo de AuNPs juntamente com radioterapia para a
eliminacdo eficaz da radiorresisténcia de tumores hipoxicos. Os resultados do estudo
demonstraram uma menor viabilidade celular e apoptose das células tumorais devido ao

efeito sinérgico das AuNPs e da radioterapia na producéo de ROS 119,

Mirrahimi et. al. investigaram a eficacia antitumoral in vivo do nanocomplexo
ACA, com AuNP e cisplatina, nas células tumorais CT26 do adenocarcinoma do colon
na presenca de radiacdo raios-X. A interacdo sinérgica entre as AuNPSs, a cisplatina, e 0s
raios-X amplificou a eficacia da quimioterapia e radioterapia. Os resultados sugerem que
este nanocomplexo pode ser uma plataforma promissora quimioradioterapia com
potencial para reduzir as doses dos farmacos citotoxicos e dos raios-X, o que permite

minimizar os efeitos adversos associados a altas doses de farmaco e radiagédo .
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Figura 6.22. Taxa de sobrevivéncia de murganhos portadores de tumores CT26 em funcéo do
tempo, ao longo de 60 dias pds-tratamento (adaptado de **).

Embora as AuNPs sejam muito promissoras como radiossensibilizadores em
radioterapia, ainda ndo esta totalmente esclarecido quais as condi¢des ideais para a sua
utilizacdo segura e eficaz. A terapéutica com AuNPs em radioterapia pode ser ainda mais
otimizada de forma a reduzir os efeitos adversos, aumentar a sobrevivéncia do tecido
saudavel, melhorar a sua biodistribuicdo de forma melhorar os resultados no tratamento

do cancro 12113,

6.2.3. Terapia fototérmica

A PTT refere-se ao método terapéutico que utiliza materiais que absorvem energia
eletromagnética e convertem-na em energia térmica, induzindo assim a apoptose ou
necrose de células cancerigenas. A radiacdo NIR (800 — 2500 nm) é mais frequentemente
utilizada na PTT devido a sua maior transparéncia tecidual e, assim, materiais com uma
elevada conversdo da radiacdo desta gama de comprimentos de onda em calor,
denominados agentes fototérmicos (PTA), podem ser utilizados de forma a otimizar a

eficacia do tratamento fototérmico do cancro 4.

Os PTAs incluem materiais organicos, como polimeros conjugados, corantes NIR
encapsulados em lipossomas ou micelas, entre outros, e inorganicos, que inclui diversas
NPs, incluindo as AuNPs. Os PTAs inorganicos incluem diversas NPs, incluindo as
AUNPs. Estes PTAs possuem uma elevada absorcdo de radiacdo na gama NIR e alta
eficiéncia na conversdo fototérmica, apresentando assim uma eliminag&o significativa de

células cancerigenas 4.
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Figura 6.23. TeraBia fototérmica para o tratamento de cancro (adaptado de 5).

A hipertermia esta na base do método da PTT. Temperaturas acima de 42°C
podem induzir a morte celular em alguns tecidos, sendo que entre os 41°C e os 47°C as
células podem comecar a demonstrar sinais de apoptose e a partir dos 50°C estas comegcam
a apresentar sinais de necrose. Neste processo, as AuNPs podem ser administradas
sistemicamente e sdo direcionadas para os tumores, de forma passiva ou ativa. Sao
expostas a uma fonte de excitacdo, como laser NIR ou ondas de radio. As AuNPs
absorvem a energia incidente e convertem-na em calor, aumentando a temperatura do

tecido circundante danificando as células 116117,

Eletroes

Figura 6.24. Processos fotofisicos de uma nanoparticula de ouro excitada por um laser no processo
de hipertermia na terapia fototérmica (adaptado de 18).

O processo de hipertermia das AuNPs comega pela absor¢do de um pulso de
radiacdo NIR que excita os eletrdes livres, criando assim um pulso de eletrdes excitados
que provocam o aumento da temperatura. Este pulso arrefece rapidamente devido a
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interagdes eletrdo-fondo ao colidir com a matriz do ouro, aquecendo-a. Por fim, o calor é
transferido das AuNPs para o ambiente que as rodeia atraves de interaces fondo-fonéo,
retornando as AuNPs a sua temperatura inicial. Quando é utilizada uma fonte de laser de

onda continua, o calor produzido é continuamente dissipado para o ambiente 8,

As AuNPs de varios tamanhos e formas podem ser aplicadas na terapéutica do
cancro por PTT. As AuNPs, na PTT, atuam num intervalo terapéutico de comprimentos
de onda entre os 800-1200 nm uma vez que os tecidos corporais s&o0 moderadamente
transparentes a luz NIR e estes comprimentos de onda podem penetrar profundamente o
tecido saudavel de forma segura. Uma vantagem da utilizacdo das NPs é a sua elevada
area superficial, devido aos seus tamanhos reduzidos, sendo que as NPs de tamanho mais
reduzido sdo preferidas. A elevada area superficial das AuNPs permite uma maior
absorcdo de radiagdo e consequentemente, permite uma transformacdo da energia em

calor mais eficaz 115119,

As AuNPs que absorvem no infravermelho proximo tém-se mostrado como
agentes muito promissores para a PTT do cancro, demonstrando uma grande capacidade
de danificar tecido cancerigeno tanto in vitro como in vivo. A otimizacao desta terapéutica
com PTT e AuNPs passa pela melhoria do método, de forma a alcangar mesmao os tecidos
tumorais de mais dificil acesso, pela melhoria dos métodos de transporte das NPs para o
local indicado de forma a permitir uma maior acumulacgéo e consequentemente um melhor
efeito terapéutico, e pela compreensao das consequéncias do acumulo das AuNPs a longo

prazo e da utilizacdo desta terapéutica a longo prazo 1°.

A geracao de calor, induzida pela PTT, leva a morte celular, tanto das células
tumorais como das células saudaveis, levando a consequéncias indesejadas, como danos
no tecido normal préximo do tumor. Outros efeitos adversos como resposta inflamatoria
e producéo de ROS induzidos por stress térmico também podem surgir durante a PTT 1%,
Outro fendmeno que pode limitar o uso da PTT é a termotolerancia, definida como a
capacidade de manter a homeostase a determinada temperatura, numa duracdo ou
frequéncia estavel. As proteinas de choque térmico (HSP) podem permitir que algumas

células permanecam viaveis apds tratamentos por hipertermia 7,

De forma a reduzir os efeitos adversos e a aumentar a inducdo da apoptose e
necrose das células tumorais, e consequentemente os resultados da terapéutica, pode-se

variar algumas das propriedades do método como a poténcia da radiagdo incidente, do
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periodo de exposicéo, e o tipo de PTA e a sua concentracdo. As AuNPs sdo, entdo, agentes
fototérmicos ideais devido as suas propriedades ajustaveis, principalmente a sua forma e
tamanho. As dimensdes das AuUNPs tém um impacto significativo na eficacia fototérmica,
isto porque o aumento do volume das particulas, por exemplo, provoca uma diminuigdo
da eficiéncia da conversdo da energia em calor. Para além das vantagens oferecidas pelo
controlo do tamanho das AuNPs, e uma vez que estas oferecem facilidade na sua
modificacdo, estas também podem ser conjugadas com agentes de direcionamento para
as zonas tumorais. Isto permite que as AuNPs se acumulem mais facilmente no seu alvo
permitindo, assim, uma terapéutica mais localizada e um diminuigdo dos possiveis efeitos

adversos da terapéutica fototérmica 12112,

Xia et. al. investigaram a combinacdo de quimioterapia com PTT, atraves da
administracdo conjunta de DOX e AuNPs sensiveis a luz que foi entdo irradiada por um
laser de 405 nm de comprimento de onda. Apos irradiacdo as AUNPs formam agregados
no tecido tumoral que resulta numa retencdo prolongada de forma a facilitar a captacao
de DOX no tecido tumoral. As AuNPs também provocam um aumento de temperatura,

suprimindo assim o tumor e facilitando a agio da DOX no tumor %3,
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Figura 6.25. Agregacéo das nanoparticulas de ouro induzida por luz para uma terapéutica sinérgica
baseada em terapia fototérmica e em quimioterapia, pelo uso de doxorrubicina (adaptado de ?3).

6.2.4. Terapia fotodinamica
A terapia fotodindmica (PDT) é uma técnica que se mostra como uma alternativa
promissora, em comparagdo com monoterapia convencionas como quimioterapia e

radioterapia, contra diversos tipos de cancro devido a sua seletividade, baixa toxicidade
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sistémica, e por ser um método pouco invasivo. Neste método, é administrado um
fotossensibilizador (PS) e posteriormente a zona tumoral é irradiada por uma fonte de luz.
Sob esta radiacdo, e na presenga de oxigénio, os PS geram espécies de oxigénio reativas
(ROS) 24, Estas ROS promovem a destruicdo das células tumorais, uma vez que sio

citotoéxicas.

Os efeitos antitumorais da PDT, e consequentemente os resultados terapéuticos,
séo altamente dependentes dos mecanismos celulares e moleculares desencadeados pelos
danos oxidativos induzidos. Estes incluem danos irreversiveis as células cancerigenas,
levando a processos de apoptose e necrose celular, a destruicdo da microvasculatura
tumoral, e a ativacdo do sistema imunitario para se obter uma resposta anticancerigena a

longo prazo %4,

A PDT também apresenta algumas limitacbes como a hipoxia tumoral e a ativacdo
oncogénica apds as sessdes de tratamento. Esta é das principais limitacGes deste método
uma vez que é uma caracteristica de muitos dos tumores e a PDT necessita de oxigénio
para realizar a sua acdo 4. A utilizagdo de fotossensibilizadores associados as AuNPs
pode permitir ndo s uma maior acumulacdo na zona tumoral mas também um aumento
da producdo de ROS, necessarias para a realizagdo da PDT 2, O efeito SPR das AuNPs
na regidao NIR aumenta a producdo de oxigénio singleto e de ROS, potenciando o
tratamento do cancro por PDT.
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Figura 6.26. Diferentes métodos para o desenho de fotossensibilizadores contra a hipoxia
(adaptado de 12%).
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Os fotossensibilizadores tém influéncia na eficacia da PDT com base nos seus
transportes sistémicos e nas suas localizagBes celulares e podem influenciar também a
profundidade terapéutica alcangével pela PDT devido aos seus comprimentos de onda de
ativacdo 1%, O comprimento de onda selecionado para PDT normalmente coincide com
a banda de absorcdo de comprimento de onda mais longo do PS, ocorrendo idealmente
entre 650 e 850 nm. Esta faixa de comprimento de onda corresponde a uma maior
penetracdo no tecido, bem como a luz com energia suficiente para gerar estados excitados

capazes de reagir com o oxigénio molecular *?’.

Apos a irradiacdo, um PS excitado pode sofrer reacfes do tipo | e/ou do tipo II,
levando a producdo de ROS. Na PDT tipo I, a energia de um PS num estado de tripleto
excitado é transferida para as biomoléculas que rodeiam os tumores de forma a criar
radicais que entdo interagem com o oxigénio molecular criando, entdo, ROS como anides
superoxido (O2¢"), peroxido de hidrogénio (H20>), e radicais hidroxilo (-OH). Ja nas
reacOes da PDT tipo Il, aenergia de um PS num estado tripleto excitado € diretamente
transferida para um oxigénio tripleto (02) de forma a produzir um oxigénio singleto
(*02). Tanto as ROS como o oxigénio singleto podem induzir a morte das células tumorais
atraveés de processos de apoptose e necrose. As ROS, no entanto, tém uma vida muito
curta, sendo que reagem apenas com as biomoléculas proximas do local onde estas sdo

produzidas 12127,
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Figura 6.27. Mecanismo da terapia fotodindmica. Na reacdo tipo I, o 3PS* pode transferir um
eletrdo para biomoléculas vizinhas, ou diretamente para o oxigénio, formando radicais de reagir com o O?
de forma a produzir O2+~, H.O,, ou -OH. Na reacdo tipo 1, a energia do fotossensibilizador excitado pode
ser diretamente transferida para o oxigénio molecular para formar oxigénio singleto, O, (adaptado de *%').

Os PS podem ser divididos em trés geracdes, sendo que os mais utilizados
atualmente s@o os de terceira geragdo. Os PS de terceira geracdo sé@o baseados em
substancias com maior afinidade para o tecido tumoral, que reduz os danos causados ao
restante tecido saudavel. Estas substancias, quando associadas aos PS, permitem
aumentar eficazmente a biodisponibilidade dos PS utilizados neste método. As AuNPs,
e outros nanomateriais, podem ser utilizadas para este fim uma vez que permitem
aumentar a seletividade dos PS e também uma maior acumulacéo destes na zona tumoral,
permitindo entdo reducdes de dose de farmaco mas mantendo efeitos terapéuticos

satisfatorios 128,

Assim, as AUNPs podem ser utilizadas de modo a superar muitas das desvantagens
do uso de PS em PDT. As AuNPs podem ser utilizadas como transportadores, através de
processos de encapsulacdo ou conjugacao, de outros agentes de PS, facilitando néo s6 o
transporte do PS para a zona tumoral pretendida, permite fazer uma melhor protecédo do

composto, e também permite uma maior acumulagdo deste na zona alvo 1%,
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Figura 6.28. llustracdo dos efeitos fisioldgicos e bioldgicos das nanoparticulas de ouro na terapia
fototérmica e na terapia fotodindmica. As nanoparticulas de ouro acumulam-se devido a vasculatura do
tecido tumoral que resulta num efeito fototérmico em resposta a radiacdo de infravermelho préximo e as
espécies reativas de oxigénio produzidas pela presenca do fotossensibilizador levando assim a apoptose e
necrose dos tecidos tumorais (adaptado de %),

A combinacdo das AuNPs com os PS, quando incididas com a luz, pode levar a
efeitos sinérgicos, podendo sensibilizar as células cancerigenas aos efeitos da PDT
potenciando a producdo de ROS levando, assim, a um mais eficaz combate as células

cancerigenas.
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7. Conclusdes

Os avangos que se tém verificado nos ultimos anos na &rea da nanotecnologia tém
permitido a investigacdo da utilizacdo das nanoparticulas, materiais com dimensfes na
nanoescala, em diversas areas, sendo a nanomedicina uma delas. As nanoparticulas de

ouro tém suscitado particular interesse nesta area.

As nanoparticulas de ouro apresentam diversas propriedades que as tornam
candidatas atraentes para a investigacdo e aplicacdo na nanomedicina. O interesse pelas
nanoparticulas de ouro deve-se a propriedades como a sua baixa toxicidade, as suas
propriedades 6éticas Unicas, o controlo fécil dos tamanhos e das formas destas, feito
através dos seus varios métodos de sintese, e a possibilidade de modificar a sua superficie.

As nanoparticulas de ouro demonstram ter um potencial benéfico nas suas
aplicacGes quer no diagndstico quer no tratamento do cancro. A sua capacidade de
direcionamento especifico para as zonas tumorais permite uma terapéutica mais seletiva.
Ao alcancarem o tecido alvo as nanoparticulas de ouro realizam a sua funcao quer seja de
transporte de farmacos, potenciacao da terapéutica com radiacéo e/ou por hipertermia. O
direcionamento mais especifico, em comparagdo com outros farmacos comumente
utilizados na terapéutica anticancerigena, pode permitir uma terapéutica mais eficaz e

com menos efeitos adversos.

A utilizacdo das nanoparticulas de ouro como meio de diagndstico do cancro
permite superar algumas das limitacbes que os métodos de diagndstico habituais
apresentam. Estas podem aumentar a sensibilidade e especificidade dos métodos de
detecdo do cancro devido as suas propriedades Oticas e eletronicas. As nanoparticulas de
ouro sdo ferramentas muito versateis na imagiologia médica podendo ser utilizadas em
varias das técnicas de diagnostico em simultaneo, quer como agentes de diagnostico quer

como meio de transporte de agentes de contraste.

As nanoparticulas de ouro sdo, entdo, ferramentas com um grande potencial na terapéutica
anticancerigena, na de detecdo e no diagnostico de diversos cancros. Devido aos seus
potenciais usos e resultados positivos hd um grande interesse na investigacdo das
nanoparticulas de ouro e espera-se que no futuro as suas aplicacdes continuem a ser
extensivamente investigadas de forma a desenvolver farmacos baseados em

nanoparticulas de ouro para uso na pratica clinica.
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