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RESUMO

JESUS, JEANNE. Nanoestruturas de Oxido de zinco: Sintese e avaliacdo
antitumoral em cancer de bexiga. Porto Alegre. 2021. Dissertacdo. Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA
UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Nos ultimos anos, o interesse de nanoestruturas de éxido de zinco (ZnONPs) tem
crescido devido as propriedades como biocompatibilidade, estabilidade quimica e
citotoxicidade seletiva contra células tumorais, tornando-as promissoras para a
aplicac@o na area biomédica. A fim de avaliar a atividade antitumoral em diferentes
morfologias, este estudo teve como objetivo desenvolver nanoestruturas de ZnO e
avaliar sua resposta bioldgica (atividade antitumoral) com células T24 (células de
cancer de bexiga). As ZnONPs foram sintetizadas por dois métodos: método de co-
precipitacdo e método hidrotérmico e caracterizadas por técnicas de MEV-FEG,
MET, DRX, TGA e ICP. Além disso, os resultados das andlises de potencial zeta,
MTT e NMA deram suporte para a elaboracdo de um mapa de toxicidade das
nanoestruturas sintetizadas. As ZnONPs apresentaram, predominantemente,
morfologias de laminas, bastdes e flores. O ensaio de MTT mostrou que as
nanoestruturas de Oxido de zinco exibiram perfil de biocompatibilidade frente as
células Vero (modelo experimental de células normais) e atividade anticancerigena
frente as células T24 (concentracdo de 200 pug/mL), indicando potencial aplicacdo na
area oncologica para o tratamento do cancer de bexiga humano. Embora haja a
necessidade de mais estudos para elucidar alguns mecanismos celulares
relacionados a exposicdo as nanoestruturas, os resultados obtidos, mesmo em
carater experimental pré-clinico, potencializaram de maneira segura o uso de
nanoestruturas de 6xido de zinco como ferramenta para o tratamento do céancer de

bexiga humano.

Palavras-Chaves: Nanoestruturas de zinco, atividade antitumoral, cancer de bexiga.
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ABSTRACT

JESUS, JEANNE. Zinc Oxide Nanostructures: Synthesis, and antitumor evaluation in
bladder cancer. Porto Alegre. 2021. Master. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul.

In recent years, the interest in zinc oxide nanostructures (ZnONPs) has grown
due to properties such as biocompatibility, chemical stability and selective cytotoxicity
against tumor cells, become them promising for application in the biomedical area. In
order to evaluate the antitumor activity in different morphologies, this study aimed to
develop ZnO nanostructures and evaluate its biological response (antitumor activity)
with T24 cells (bladder cancer cells). ZnONPs were synthesized by two methods: co-
precipitation method and hydrothermal method and characterized by FESEM, TEM,
XRD, TGA and ICP techniques. Furthermore, the results of the zeta potential, MTT
and NMA analyses provided support for the elaboration of a toxicity map of the
synthesized nanostructures. The ZnONPs showed predominantly blade, rod and
flower morphologies. The MTT assay showed that the zinc oxide nanostructures
exhibited a biocompatibility profile against Vero cells (experimental model of normal
cells) and anticancer activity against T24 cells (concentration of 200 pg/mL),
indicating potential application in the oncological area for the treatment of human
bladder cancer. Although there is a need for further studies to elucidate some cellular
mechanisms related to exposure to nanostructures, the results obtained, even in pre-
clinical experimental character, safely potentiated the use of zinc oxide

nanostructures as a tool for the treatment of cancer of human bladder.

Key-words: Zinc oxide nanostructures, biocompatibility, bladder.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse de nanoparticulas de 6xido de zinco, (ZNONPS)
tem crescido devido ao seu potencial de aplicacdo principalmente na area
biomédica. A utilizacdo dessas nanoparticulas para regeneracdo de tecidos,
sistemas de entrega de drogas, além de transporte para a distribuicdo direcionada
de medicamentos anticancer, em células tumorais, mostram o seu impacto na area
biomédica (Su et al., 2019; Singh et al., 2020; Zhu et al., 2016; Mishra, et al., 2017).
As nanoestruturas de ZnO (ZnONPs) apresentam propriedades importantes como
biocompatibilidade e estabilidade quimica, além de citotoxicidade seletiva contra
células tumorais, por meio de mecanismos envolvendo a geracdo de espécies

reativas de oxigénio (Wiesmann et al., 2019).

O ZnO, é um material anfotérico de baixo custo, com estruturas cristalinas,
defeitos estruturais e diferentes morfologias levando a uma grande potencialidade de
aplicacbes em diferentes areas (Ghazali et al., 2021). Estas propriedades, atribuem
as nanoestruturas formadas a partir de ZnO a capacidade de interagirem com
biomoléculas, o que possibilita seu emprego na area biomédica, principalmente

como uma ferramenta de liberacédo local de medicamentos (Lin et al.,2017).

Nanoestruturas de 6xido de zinco podem ser obtidas por varios métodos de
sintese, entretanto o mais usual € o método hidrotérmico, cuja variagcdo de
parametros como pH, natureza do meio alcalino, concentragdo dos precursores,
temperatura e tempo de reacdo sao fatores fundamentais para o tipo de
nanoestrutura obtida (nanotubos, nanobastbes, nanofios, nanoestrutura tipo flor,
etc.) (Papadaki, et al., 2017).

Nanoestruturas baseadas em metal tém sido exploradas em diversos estudos
que objetivam o avanco do tratamento para diferentes tipos tumorais como cancer

de coldn-retal, mama, pulméo, pancreas, ovario, bexiga, entre outros, (Premanathan
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et al., 2011; Selim et al., 2012; Bendale et al., 2017, Alban et al., 2020). Contudo,
esses biomateriais merecem destaque devido a capacidade de atuar atingindo
somente na regido tumoral (atividade antitumoral seletiva) e protegendo o restante
do corpo (biocompatibilidade) (Alban et al., 2020).

Dessa forma, o perfil antitumoral das nanoestruturas sintetizadas neste
estudo foi semelhante ao perfil de resposta encontrado na literatura cientifica por
outros pesquisadores (Akhtar et al., 2012; Bai et al., 2017; Ancona et al., 2018).
Akhtar e colaboradores (2012), descreveram que as ZnONPs exercem efeitos
distintos de citotoxicidade contra a viabilidade de células tumorais humanas de
figado (linhagem HepG2) e pulmdo (linhagens A549 e BEAS-2B) avaliadas pelo
ensaio de MTT ap6s 24 h. Os autores relatam, que as ZnONPs apresentam
seletividade para estes tipos de células tumorais e sdo capazes de induzir a morte
celular programada por apoptose por meio de espécies reativas de oxigénio (EROS).

A biocompatibilidade € outra caracteristica associada as nanoestruturas de
zinco relatadas em diversas revisfes cientificas (Rasmussen et al., 2010; Jiang et
al., 2015; Mishra et al.,2017; Wiesmann et al., 2020). Grenho e colaboradores
(2015), avaliaram a biocompatibilidade de ZnONPs e reportaram a
citocompatibilidade em ensaios de in vitro apds 72 h e sua biocompatibilidade em

estudos in vivo.

A fim de avaliar a atividade antitumoral de diferentes formas morfol6gicas de
nanoestruturas de oOxido de zinco, este estudo tem como objetivo desenvolver
nanoestruturas de ZnO com diferentes morfologias e avaliar sua resposta bioldgica

com células Vero (células normais) e T24 (célula de cancer de bexiga).
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2. OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo geral a preparacado de nanoestruturas de ZnO

com diferentes morfologias, bem como, a sua avaliagéo bioldgica.

2.1. Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoestruturas de zinco com diferentes morfologias a partir
dos métodos de co-precipitacao e hidrotérmico;

e Caracterizar as nanoestruturas de ZnO sintetizadas com relacdo as
suas propriedades morfoldgicas, estruturais e fisico-quimicas;

e Avaliar o potencial efeito antitumoral das nanoestruturas de ZnO frente

a linhagem de células T24 (modelo de células de cancer de bexiga).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Materiais Nanoestruturados

Materiais nanoestruturados sdo formados por materiais de diferentes
naturezas, com propriedades controladas e otimizadas, para diferentes aplica¢des,
incluindo a catalise. Sendo assim, dispostos em escala nanométrica com
propriedades fisicas e quimicas distintas das apresentadas pelos soélidos
macroscopios. (Jeevanandam et al., 2018). Estruturas em escala nano, se aplicam
a diversos tipos de materiais como nanocompositos de proteinas (Dash et al.,
2020), lipidios nanoestruturados (Azar et al., 2020), nanoparticulas poliméricas (Li,

et al.,2021), nanoestruturas a base de zinco (Graffari et al., 2019), entre outras.

As propriedades fisicas das amostras nanoscopicas, como por exemplo, sua
cor, condutividade elétrica e efeitos de superficie, sdo obtidas em razdo da escala
nanomeétrica, possibilitando assim, uma ampla aplicacdo em diferentes areas,
como na area ambiental (Ortega et al., 2021), alimenticia (Sun et al., 2021) e da
saude ( Mohankumar et al., 2021), recebendo destaque na area médica no estudo
do tratamento de canceres como o de mama (D"Souza et al., 2021), glioblastoma (
Kumar et al., 2020) e cancer de bexiga ( Li et al., 2020).

Em um extenso estudo sobre nanoparticulas e materiais nanoestruturados,
Jeevanandam et al. (2018) afirmam que uma nanoparticula € um nano objeto com
pelo menos uma das dimensfes em nanoescala. Os termos nanobastbes ou
nanoplacas sdo empregados ao invés de nanoparticula, quando os comprimentos do
eixo mais longo e do eixo mais curto de um nano objeto sdo diferentes. Ja a
definicho de materiais nanoestruturados, refere-se a materiais que contém

nanoestrutura interna ou de superficie. Ainda, 0s autores apresentam para a maioria
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das nanoparticulas e materiais nanoestruturados, a organizacdo de quatro
categorias: nanomateriais a base de carbono, nanomateriais de base inorganica,
nanomateriais de base organica e nanomateriais com base em compdsito

(Jeevanandam et al.,2018).

Pokropivny et al. (2007) , classificaram os nanomateriais como estruturas
dimensionais em 0D, 1D, 2D e 3D, conforme Figura 3.1. Essa classificacdo é
dependente do movimento de elétrons ao longo das dimensdes nos nanomateriais.
Por exemplo, os elétrons em 0D sdo aprisionados em um espaco adimensional,
enquanto em 1D, tém elétrons que podem se movimentar ao longo do eixo X,
inferior a 100 nm. Da mesma forma, em 2D e 3D tém movimento de elétrons ao
longo do plano x-y e x,y,z, respectivamente.

A Figura 3.1 apresenta exemplos de diferentes materiais nanoestruturados.

Figura 3.1: Exemplos de diferentes nanomateriais: (A) Nanoparticulas de Pd (0D), (B) Nanofolhas de
grafeno (2D), (C) Nanorods de Prata (1D), (D) Nanofibras de 6xido de polietileno (1D), (E) Nanofios
de ZnO semelhantes a ourico (3D) e (F) Rede de nanofios de 6xido de tungsténio em (3D). Fonte:
Jaison et al., 2018.
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3.1.1 Nanoestruturas de Oxido de Zinco

O oOxido de zinco, (ZnO), pode ser encontrado diretamente na natureza sob
a forma de um mineral denominado zincita, podendo também ser obtido pela
oxidacao do zinco metélico em contato com o ar. Além disso, 0 ZnO é um material
aspero e resistente, estavel em temperaturas altas (~1800°C), portanto, um
material adequado para trabalhar em praticamente todas as condi¢cdes ambientais.
Como também, pode ser facilmente dissolvido quimicamente em solventes 4cidos,

abaixo de pH ~ 6, (Mishra et al., 2018).

O ZnO apresenta-se na forma de um p6 de coloracdo branca, insolavel em
agua (Wang,2015). Ele exibe uma estrutura cristalina de wurtzita hexagonal
propicia para crescimento de nano e microestruturas unidimensionais, devido a
alta relacdo supeficie e volume (Klingshirn, 2007), sendo aplicado para a
nanoeletrbnica pelas suas propriedades piezoelétricas, para tecnologias
inteligentes do tipo dispositivos relacionados a captacdo de energia mecéanica de
fontes ambientais, podendo alimentar dispositivos elétricos sem a necessidade de

baterias (Xu et al., 2010).

Por outro lado, o ZnO por apresentar baixa toxicidade as células humanas e
por ser um material biocompativel, aparece como alternativa em aplicacbes na
area médica (Porto et al., 2017). Estas propriedades atribuidas as nanoestrutras de
oxido de zinco, possibilitam a aplicacdo em diversos campos incluindo fotocatalise
(Kanakkillam et al., 2020), aplicacdes eletroquimicas (Matinese et al., 2020),
sensores de gas (Jeon et al., 2021), sistemas de bioimagens (Kumar et al.,2021) e
aplicacdo na area biomédica (Kabir et al., 2021).

As morfologias mais comuns das nanoestruturas de ZnO, (Figura 3.2), variam
em relacao a sua direcédo de crescimento, podendo ser divididas em 1D, 2D e 3D. As
classificadas como 1D sdo nanoestruturas de formatos fibrilares, enquanto as 2D
sdo nanoestruturas com formato de placas, a exemplo do grafeno e silicatos
lamelares, ou filossilicatos e silicatos em forma de folha, cujos principais

representantes séo as argilas e as micas (Leonardi, 2017).
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A Figura 3.2 apresenta as morfologias mais comuns para as nanoestruturas
de ZnO.
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Figura 3.2. Tipos de morfologias de nanoestruturas de ZnO. Fonte: Adaptado de Leonardi, 2017.

As nanoestruturas 3D se caracterizam por apresentar todas suas dimensdes
na escala nanométrica, e sdo normalmente nanoparticulas tendendo ao formato
esférico. Geralmente, as nanoparticulas tém propriedades diferenciadas quando
comparadas as estruturas na escala micrométrica, visto que a razdo de aspecto
aumenta consideravelmente com a reducdo do tamanho da particula (Zhang et al.,
2014). Em tal dimenséo, as nanoparticulas de ZnO sao capazes de apresentar maior
absorcdo da radiacdo UV e excelentes propriedades antibacterianas (Porto et al.,
2017).

3.1.2. Métodos de Sintese das Nanoestruturas de ZnO

Nanoestruturas de ZnO podem ser obtidas por diversos métodos de sintese.
O mais usual € o método hidrotérmico, cuja variacdo de parametros como pH,
natureza do meio alcalino, concentracdo dos precursores, temperatura e tempo de

reacao sao fatores fundamentais para o tipo de nanoestrutura de ZnO obtida. Dessa
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maneira, as principais morfologias sdo as de nanotubos, nanobastfes, nanofios e
nanoflores (Ghaffari et al., 2019).

Yu et al. (2018), por meio do método hidrotérmico, sintetizaram a partir de
acetato de zinco e hidroxido de potédssio, nanoestruturas do tipo flor (Figura 3.3.).
Esta nanoestrutura, foi aplicada na remocédo de poluentes organicos de agua em
funcdo da sua atividade fotocatalitica. As nanoestruturas de ZnO sintetizadas,
exibiram uma atividade fotocatalitica significativamente melhorada em comparacéao
ao ZnO comercial, atribuido principalmente a morfologia do tipo flor e a maior area

superficial.

Figura 3.3. Imagens de Nanoflores obtidas por MEV. (A) 2 um e (B) 1um. Fonte: Adaptado de

Yu et al., 2018.

Porto et al. (2017) prepararam nanoparticulas (NPs) de ZnO utilizando acetato
de zinco dihidratado como sal precursor, monoetilenoglicol como meio reacional e
poli (vinil pirrolidona) como agente estabilizante. O presente trabalho, investigou a
influéncia do poli (vinil pirrolidona) em relacdo as caracteristicas morfolégicas das
nanoparticulas produzidas. Os resultados obtidos, demonstraram que a presenca do
poli(vinil pirrolidona) permitiu obter nanoparticulas de 6xido de zinco com forma

geomeétrica tendendo a esférica (conforme Figura 3.4).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/higher-surface-area
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Figura 3.4. Imagens obtidas por MET das ZnONP produzidas: (A) sem poli (vinil pirrolidona), (B) com
poli (vinilpirrolidona) Fonte: Adaptado de Porto et al., 2017.

Samanta et al. (2015) utilizaram o método de co-precipitacdo em nanoflocos
de Oxido de zinco para avaliar suas propriedades piezoelétricas e Opticas, o qual é
utilizado para gerar energia mecanica em diodos emissores de luz. No estudo em
questao, a sintese foi a partir do cloreto de zinco e hidréxido de sédio para obter a
producdo de hidroxido de zinco. A partir da saturagcdo do meio reacional com
hidréxido de zinco, ocorreu a formacéo de nanoflocos finos por meio da sintese de

guimica umida (Figura 3.5).

Figura 3.5. Imagens obtidas por MEV dos nanoflocos finos de ZnO. Fonte: Adaptado de Samanta et
al., 2015.
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Bhat, (2008), propss a técnica de irradiacdo de microondas para a sintese de
nanobastdes de ZnO (Figura 3.6). Para isso, utilizou acetato de zinco e hidrazina
misturados na propor¢cdo molar de 1: 4 em 4gua sob agitacdo. A hidrazina reagiu
com o acetato de zinco formando um precipitado semelhante a uma pasta. A
agitacdo da pasta foi continuada durante 15 min e, em seguida, a mistura foi
submetida a irradiacdo de microondas a uma poténcia de1l50 W, durante 10 min. O
precipitado foi removido por filtracdo, lavado com etanol absoluto e dgua destilada
varias vezes e depois seco em vacuo a 60 ° C durante 4 h. A Figura 3.6 consta os

nanobastdes obtidos pela sintese.

T oy

Figura 3.6. (a) Imagem de MEV (500nm) e (b) Imagem de MET (2m). Fonte: Adaptado de Bhat, 2008.

Ismail et al. (2005), sintetizaram NPs de ZnO através da técnica hidrotérmica
na presenca de hexametilenotetramina (HMTA) como surfactante, objetivando
investigar a concentracdo de surfactante, tempo e temperatura no tamanho de
particula de ZnO e na morfologia. Os resultados indicaram que a formacdo de NPs
de ZnO foi confirmada, por meio de DRX e MEV. O tamanho de particula de ZnO na
faixa de 55-110 nm. Em comparacdo com outros meétodos de sintese de pos de
ZnO, as condicdes de reacao sao consideravelmente moderadas. Verificou-se que o
tempo de reacdo e a temperatura podem afetar a formacao de NPs de ZnO ao invés

da concentragéo do surfactante.
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Ekthammathat et al. (2014) sintetizaram por meio do método hidrotérmico
simples a 120°C em 24h, filmes de ZnO nanoestruturados. As morfologias (Figura
3.7) dos produtos foram controladas pelas seguintes solugdes precursoras alcalinas:
NaOH, LIOH e NH4OH, que desempenhou um papel no processo de cristalizagéo,
gerando particulas em forma de bastonete, em forma de lapis e em estrela,
respectivamente. O grupo utilizou folhas de zinco (15 mm x 15 mm x 0,25 mm),
tanto como reagente sdélido quanto como substratos para o crescimento direto de
filmes nanoestruturados de ZnO, cuidadosamente limpas em etanol 99% e agua
deionizada contendo banhos de ultrassom.

Concomitantemente, solucdes de NaOH, LIOH e NH4OH com a mesma
concentracdo de 5M foram adicionadas a 20 mL de agua deionizada para formar
solugcbes precursoras até que os valores de pH fossem 12, 12 e 10,
respectivamente. As solucdes precursoras foram colocadas em autoclaves de aco
inoxidavel revestidas com teflon e as folhas de Zn limpas foram adicionadas a cada
solugdo. As autoclaves foram fechadas hermeticamente, aquecidas a 120°C por
24h. Os filmes sintetizados em substratos de Zn foram enxaguados com agua DI e

etanol varias vezes e secos a 70°C por 48 h.
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Fig. 3.7 . Imagens MEV de ZnO sintetizado em solu¢des de: (a) NaOH (b) LIOH e (c) NH4OH.
Fonte: Ekthammathat et al.,2014.

Dantas et al. (2019), em seu trabalho, tiveram como objetivo a obtencédo de
nanoparticulas de 6xido de zinco por duas diferentes rotas sintéticas: co-precipitacao
e hidrotermal, bem como a avaliacdo das suas propriedades 6ticas. Para realizacédo
das sinteses, foi utilizado como precursor o nitrato de zinco hexahidratado como
agente mineralizante e o hidréxido de sédio.
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Ambas as rotas de sintese iniciaram com a mistura do nitrato de zinco
hexahidratado e hidroxido de sédio em agua deionizada, sendo essa solucao
mantida sob agitacdo de 1 hora, a temperatura ambiente. Apés a agitacdo, para a
rota de co-precipitacdo, a solucdo foi centrifugada para obtencdo do precipitado
(ZnO_C), que posteriormente foi lavado para neutralizacdo do pH. Logo em seguida,
o produto foi seco em estufa por 24 horas a 50°C.

Para a rota de hidrotermal, ap6s o periodo de agitacdo da mistura, a solucao
foi mantida a temperatura de 150°C por 2 horas, com o objetivo de promover um
tratamento térmico nas particulas de ZnO. Apds essa etapa, assim como para a rota
de co-precipitacdo, o material foi lavado, neutralizado e seco em estufa para
obtencdo do éxido de zinco hidrotermalizado (ZnO_H). Ambas as rotas de sintese
apresentaram rendimento entre 90% e 95%. Por fim, foi identificado as fases
presentes nas nhanoparticulas, bem como observado a presenca de possiveis
impurezas geradas pelas sinteses utilizando a técnica de DRX. A partir desta
analise, foi possivel avaliar a estrutura cristalina e composicéo das nanoparticulas de
oxido de zinco. Os difratogramas indicaram a formacdo de nanoparticulas cristalinas
referentes a estrutura hexagonal do tipo wurtzita. Além disso, pdéde ser observado
gue os picos para as nanoparticulas hidrotermalizadas foram mais intensos e bem
definidos, o que sugere que o tratamento hidrotermal pode estar relacionado com o

aumento da cristalinidade das particulas de ZnO.

3.2. Nanoparticulas no tratamento de cancer

O uso da nanotecnologia no campo médico tem proporcionado a utilizacdo de
terapias anticancerigenas as quais, anteriormente, teriam alto indice de toxicidade
para o corpo humano, em raz&do da possibilidade de reducdo de efeitos adversos
citotoxicos causados pela ndo especificidade da terapia convencional.

Nas ultimas décadas, as técnicas envolvendo sintese e aplicacdes com NPs
evoluiram, proporcionando uma melhor eficiéncia na entrega de farmacos e no seu
direcionamento especifico. A nanoterapia se configura como uma nova terapia
voltada para uso das NPs na area de saude, pela capacidade de carrear drogas, ser
sinalizador tumoral, e ainda auxiliar no diagnostico de doencas (Zhang, et al., 2018).
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As principais linhas de pesquisa no tratamento do cancer envolvem NPs
produzidas a partir de diferentes materiais como metais, lipidios, proteinas,
lipossomos ou polimeros (Asai et al., 2012). Metais como a prata, ouro, platina e
ferro compdem a lista dos principais metais usados em experimentos na terapia do
cancer (Bisht et al., 2016). As particulas metélicas podem ser preparadas em varios
tamanhos e em formas variadas apresentando aspectos farmacodinamicos e
farmacocinéticos que favorecem a inducdo da célula cancerigena a morte (Firdhouse
et al.,, 2015). Portanto, as NPs sdo moldadas para conseguirem se depositar em
locais de inflamac&o ou tumores por causa do afastamento das células endoteliais,
caracteristico do tecido neoplasico (Vieira et al., 2016 ).

O mecanismo que 0s metais usam para gerar morte celular é, principalmente,
a inducao de apoptose ou necrose pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que causam danos as proteinas e ao DNA com subsequente morte celular.
As EROs sdo as principais moléculas responsaveis por danificar a estrutura da
membrana celular por meio de peroxidacdo e desnaturacdo proteica, levando
ocasionalmente a célula & morte (Bisht et al., 2016).

A morte celular causada pela geracdo de EROs é especifica das NPs
metalicas. O excesso de producdo de EROs pode ser maléfico para a célula, sendo
responsavel também por danos a dupla-fita de DNA (Han et al., 2017). No entanto,
as NPs podem ter efeitos maléficos em tecidos normais, toxicidade indesejada e as
respostas inflamatérias podem restringir suas aplicacdes clinicas (Cui et al.,
2019). No entanto, essas limitacbes podem ser evitadas quando NPs metalicas séo
usadas em combinag¢do com conjugados organicos adequados como drogas, acidos
nucleicos ou antigenos de proteina, para aumentar sua eficiéncia, especificidade e
seguranca em terapias experimentais de cancer (Del Solar et al., 2019).

A morte celular por apoptose € um processo natural regulado positivamente
por genes supressores tumorais como o0 p53, que induz outros genes pro-
apoptéticos, como receptores de morte celular e genes da familia BCL-2, que
liberam moléculas apoptoticas para o citosol, acelerando o processo de morte celular
(Chol et al., 2016). A principal fonte produtora de EROs dentro da célula é a
mitocondria, em razdo dos seus processos quimicos de geracdo de energia. Quando
as EROs se excedem ou escapam da mitocondria, essas moléculas invadem o
citosol conseguindo destruir estruturas moleculares maiores, como o DNA, ou

causam estresse oxidativo por lesdo da membrana plasmatica, tornando as EROs
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um importante mecanismo contra células neoplasicas (BAI et al., 2017; Han et al.,
2017).

O zinco metalico, recentemente com o avan¢o da nanomedicina, tornou-se
um importante componente utilizado para a producdo de NPs. A eficdcia das
moléculas de zinco contra células de carcinoma hepatocelular (HepG2), cancer de
préostata e cancer de ovario tem sido relatadas em estudos experimentais (Wang, et
al., 2018).

Outro estudo que mostra a efetividade das NPs de zinco foi realizado por Bai,
et al. (2017). Neste estudo, as ZnONPs foram utilizadas para tratar células
cancerigenas de ovario durante 12 e 24h. Apos 24h, houve uma reducdo de quase
70% de células cancerigenas quando estas eram expostas a 30 ug/mL.

Além das NPs metdlicas, NPs a base de polimeros, proteinas e lipidios
também sdo usadas em quimioterapia funcdo da sua baixa toxicidade, sendo
responsaveis por introduzir farmacos importantes ao combate tumoral (Lopes et al.,
2019).

Assim, com suas propriedades quimicas variadas e seus mecanismos de
geracdo de EROs, algumas NPs apresentam efeitos toxicos contra células tumorais
diferentes, independente de carrearem ou nao algum farmaco, podendo apresentar
um efeito antitumoral mais eficaz em determinadas linhagens tumorais que apontam
suscetibilidade celular para aquele tipo de NP ou farmaco carreado. Apesar dos
bons resultados envolvendo NPs e antineoplasicos, obstaculos como fagocitose
inespecifica e efeitos adversos causados pela toxicidade da fabricacdo precisam ser
mais bem discutidos e estudados (Vieira et al., 2016).

Devulapally et al. (2016) e Xiang et al. (2013) estudaram terapias que utilizam
genes interferentes e quimioterapia para a erradicacdo de tumores, mas enfrentam
desafios como a estrutura pequena de seus materiais ndo alcancando efeitos
consideraveis. Os virus também estdo sendo estudados como novos agentes
carreadores de drogas, por conterem caracteristicas biocompativeis com o corpo
humano, facilidade de molde em varios tamanhos e formas, podendo ser conjugado
junto com PEG para prolongar seu tempo na corrente sanguinea (Meng et al., 2017).

Alguns tratamentos ja conhecidos como a radioterapia e a quimioterapia estédo
adotando o uso de NPs. No estudo de Au et al. (2015) a wortmanina foi conjugada
junto ao docetaxel em NPs de PEG-PLA, apresentando um volume tumoral abaixo

de 10% em um periodo de 120 dias. Compostos inorganicos também apresentam



33

Otima absorcdo de radiacdo, sendo bons materiais para serem usados em

radioterapia (Casals et al., 2017).

3.3. Cancer de Bexiga

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer é um termo que
abrange mais de 100 diferentes tipos de doenc¢as malignas as quais tem em comum
o crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou
orgaos a distancia. As células cancerosas dividem-se rapidamente e tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacao de tumores que podem
espalhar-se para outras regides do corpo.

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do
corpo. Quando comecam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, Sao
denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos, como
0ss0, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas.

Outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer entre si
sdo a velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e
orgaos vizinhos ou distantes, conhecida como metéastase (INCAa, 2020).

Recentemente, dados do Instituto Nacional do Céancer (INCAb, 2020)
mostram que no ano de 2020 foram estimados cerca de 626 mil novos casos de
cancer no Brasil e que, excluindo o mais comum, o cancer de pele ndo melanoma,
0S mais comuns para os homens foram prostata (65.840), célon e reto (20.540) e
bexiga (7.590) ; j& para o sexo feminino, os tipos de cancer mais comuns sdo o de
mama (66.280), célon e reto (20.470) e colo do utero (16.710).

As terapias convencionais contra os diversos tipos de cancer sao a
guimioterapia e a radioterapia que apresentam diversos efeitos colaterais resultantes
da falta de seletividade que, frequentemente, dificultam a erradicacdo completa da
doenca (Cabral et al., 2014; Shi et al., 2017). Além disso, as células tumorais podem
desencadear mecanismos de resisténcia aos tratamentos, reduzindo a eficacia da
terapéutica (Ho et al., 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCAc, 2020), o cancer de bexiga
atinge as células que cobrem o 6rgao e € classificado de acordo com a célula que
sofreu alteragdo. Conforme descrito na Figura 3.8. No momento em que 0 cancer se

limita ao tecido de revestimento da bexiga, é chamado de superficial. O cancer que
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comeca nas ceélulas de transicdo pode se disseminar através do revestimento da
bexiga, invadir a parede muscular e disseminar-se até os 0rgdos proximos ou

ganglios linfaticos, transformando-se num cancer invasivo.

Estadiamento do Cancer de Bexiga
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Figura 3.8. Estadiamento do Cancer de Bexiga. Fonte: Duran et al., 2018.

O cancer de bexiga é a segunda neoplasia maligna mais frequente do trato
geniturinario e corresponde a aproximadamente 6% de todos os tumores malignos.
Esta neoplasia pode ocorrer sob trés formas ou tipos: carcinoma de células de
transicdo, carcinoma de células escamosas e adenocarcinoma, podendo ser
classificado como superficial (n&o invasivo) ou invasivo. Noventa e cinco por cento
dos carcinomas de células uroteliais ou carcinomas de células de transicdo se
desenvolvem no interior do trato urinario (Rouprét et al., 2011; Tyler et al., 2012).

Atualmente, é a 42 neoplasia mais prevalente no sexo masculino e a 82 no
feminino. Além disso, € mais frequente na raca branca, mais comum em homens
gue mulheres (proporcao 3:1), com maior incidéncia na sexta década de vida. Esse
grupo de tumores apresenta alta taxa de recorréncia apos resseccdo completa do
tumor, podendo chegar a 90% caso néo seja realizado tratamento complementar

intravesical. (Matheus et al., 2010).



35

O principal fator de risco associado a este cancer é o tabaco, porém outros
fatores como idade, exposicdo ocupacional e habitos podem ser responsaveis pela
doenca (Rockenbach et al., 2013). J&4 o diagnéstico pode ser feito por exames e
urina e de imagem como tomografia computadorizada e citoscopia (investigagao
interna da bexiga com auxilio de uma camera). Durante a citoscopia podem ser
retiradas células para biopsia. No entanto, a probabilidade de cura dependera da
extensdo do cancer (superficial ou invasivo) e da idade e saude geral do paciente
(INCAc, 2020).

A mais recente estimativa mundial aponta que o cancer de bexiga foi o 6°
mais frequente, com uma estimativa de 424 mil casos novos, com um risco estimado
de 11,0/200 mil homens. Nas mulheres, ocupou a 172 posi¢cao e um risco estimado
foi de 3,3/100 mil. As maiores taxas de incidéncia por cancer de bexiga para ambos
0S sexos ocorreram em paises no Sul da Europa, Europa Ocidental e América do
Norte (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2018).

Quando diagnosticado precocemente, a maioria dos casos corresponde ao
carcinoma nao musculo invasivo de bexiga (CNMIB), que ndo invade a musculatura
prépria da bexiga, geralmente associado a um bom prognéstico se tratado com
resseccao transuretral (procedimento cirdrgico) e com antibioticoterapia intravesical
adjuvante (Rockenbach et al., 2013). No entanto, 0 CNMIB quando invade a lamina
propria, passa a ser classificado como carcinoma mausculo-invasivo de bexiga
(CMIB), correspondendo a 21-50% dos casos (Van et al.,, 2018). Neste estagio a
doenca € potencialmente letal guando néo tratada (Antoni et al., 2017; Park et al.,
2014; Pompeo et al., 2008).

O tratamento padrdo utilizado para o (CMIB), que € o tipo de cancer mais
comum, € a cistectomia radical (Antoni et al., 2017; Porter et al., 2011), contudo esta
abordagem é associada a altas taxas de morbidade e complicacbes poés-cirdrgicas
(Jacobs et al., 2010). Diferentes abordagens terapéuticas tém surgido como opc¢ao
de tratamento alternativo para pacientes com CMIB, como por exemplo, a
abordagem trimodal, cujo tratamento é uma combinacao de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia (Antoni et al., 2017; Dietrich et al., 2018; Jacobs et al., 2010).

Deste modo, é importante o desenvolvimento de novas tecnologias para
aprimorar os resultados dos tratamentos convencionais e atualmente a aplicacao de
nanoestruturas vem se mostrado como alternativas interessantes neste ambito
(Pavon et al., 2007; Mirjolet et al., 2013).
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Rieger et al., (2015) estudaram o uso de nanotubos de carbono (CNTs) como
um dispositivo mucoadesivo para o transporte de farmaco combinado com
quimioterapicos no tratamento de cancer de bexiga. Ensaios in vivo mostraram que
0s CNTs foram capazes de se aderirem ao ureotélico da bexiga de ratos. Ensaios de
viabilidade celular mostraram que os dispositivos apresentam efeito inibitério das
células tumorais. Assim, o0s autores destacam a potencial utilizacdo das
nanoestruturas como um transportador de farmacos no combate ao céancer de
bexiga.

Martin et al. (2014) exploraram a funcionalizacdo superficial de nanoparticulas
de poli (acido-co-glicélico), PLGA, com um polimero penetrante de células uroteliais
(PGON), a fim de melhorar a solubilidade aquosa, captacédo celular urotelial,
internalizacao, efeito citotoxico e duracdo da acdo da droga (Belinostat) carregada
na nanoparticula no tratamento de cancer de bexiga. Estudos ex vivo e in vivo
mostraram que a eficiéncia do comportamento das nanoparticulas modificadas
inibiram a progressao do cancer para suas formas metastatica e agressiva. Assim,
0s autores demostraram que as nanoparticulas de PLGA combinados com PGON e
a droga Belinostat sdo uma alternativa viavel para se atingir o mesmo indice
terapéutico observado com o Belinostat livre.

Alban et al. (2020) desenvolveram uma nova nanoestrutura hibrida com
potencial antitumoral para cancer de bexiga, onde foi incorporado o flavonoide
quercetina (Qc) nos nanotubos de titanato de sédio (NaTNT) e zinco (ZnTNT).
Testes de liberacdo de Qc e a avaliacéo da citotoxicidade em linhas celulares Vero e
T24 foram realizados via ensaio MTT.O efeito dos TNT-quercetina na
radiosensibilidade das células cancerigenas da bexiga T24 foi avaliado, usando
proliferacéao celular e um ensaio clonogénico.

O teste de liberacdo de Qc ocorreu apés 24h e a presenca de Zn controlou
sua liberacdo. Os ensaios bioldgicos indicaram que as nanoestruturas NaTNTQc e
ZNTNTQc diminuiram a viabilidade das células T24 apdés 48h nas seguintes
concentracdes: (25; 25; 50; 100 e 200 pg/mL). Além disso, 0 ensaio clonogénico
mostrou que NaTNT, NaTNTQc, ZnTNT e ZnTNTQc combinados com radioterapia
(5 Gy) reduziram a formacdo de colbnias policlonais de células T24 apds 48h. Os
resultados sugerem que as nanoestruturas sintetizadas neste estudo interferem na
proliferacéo celular e podem, portanto, ser uma ferramenta poderosa no tratamento

do cancer de bexiga.
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Li et al. (2020) desenvolveram um biosensor com Oxido de galio e zinco
(IGZO-FET) de alta estabilidade para a identificacdo eficiente de biomarcadores de
cancer de bexiga a partir de amostras de urina humana. O biosensor IGZO-FET
possui excelente desempenho elétrico, alta sensibilidade e também é capaz de
detectar diretamente biomarcador de tumor de bexiga na urina humana com alta
sensibilidade e especificidade e, assim podendo diferenciar amostras de urina de
pacientes com cancer de bexiga de doadores saudaveis de forma eficaz. Este
estudo mostrou que ocorre a formagdo de um filme fino de éxido de gélio e zinco
homogéneo e uniforme em grandes areas. Esta estrutura uniforme permite um sinal
elétrico estavel de IGZO-FET. Esse biosensor pode ser aplicado para monitorar
moléculas-alvo em amostras de urina complexas e para diferenciar as amostras de
urina de pacientes com cancer de bexiga e doadores saudaveis, quantificando a
guantidade de proteina NMP22 presente. Esses resultados, indicam que esse
biosensor de alto desempenho projetado mostra grande potencial na aplicacao de
dispositivos portateis de diagndstico de cancer de bexiga além de seu papel para o
diagndstico digital e cancer de bexiga em estégio inicial.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa compreende o
desenvolvimento e caracterizagcdo das nanoestruturas de o6xido de zinco, ja a
segunda etapa envolve a avaliacdo das propriedades bioldgicas das nanoestruturas
(Figura 4).

NANOESTRUTURAS DE
OXIDO DE ZINCO Etapa 2

Avaliacao das Propriedades

Desenvolvimento de Nanoestruturas de

Oxido de Zinco Bioldgicas
Sintese .’
\ | MTT H IC50 H NMA ‘
| }
Co-precipitagdo Hidrotérmico

l

Caracterizacao

$

| MEv-FeG | MET | TeA |
‘ DRX ” Pt. Zeta H ICP-MS |

Figura 4. Esquema representativo do desenho experimental desta pesquisa.

Neste trabalho, todas as reacgfes de sintese foram realizadas no Laboratorio
de Organometalicos e Resinas (LOR) da Escola Politécnica da PUCRS. Os estudos
in vitro de avaliacdo das propriedades biologicas das nanoestruturas realizados no
Laboratério de Farmacologia Aplicada (LAFAP) da Escola de Ciéncias da Saude e
da Vida da PUCRS. Para facilitar a identificacdo das nanoestruturas desenvolvidas
neste estudo, o Quadro 1 mostra a nomenclatura usada para as seis nanoestruturas

desenvolvidas, bem como o0 método de sintese.
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Quadro 1. Nomenclatura utilizada para as nanoestruturas de ZnO sintetizadas.

Nome da Método Morfologia
Nanoestrutura
Zn0O-CPB B- Bastbes
ZnO-CPL L- Laminas
ZnO-CPBH BH-Bastbes
Hexagonais
Co-precipitacéo (CP)
ZnO-CPBC BC-Bastbes
Concavos
ZnO-CPFR FR-Flores Rugosas
ZnO-HL Hidrotérmico (H) L- LAminas

4.1. Materiais Utilizados

Os reagentes e materiais utilizados foram obtidos de fontes comerciais e

utilizados sem purificacéo prévia (Quadro 2).



Quadro 2. Relacdo dos reagentes utilizados.

Materiais e Reagente Pureza Marca Observacao
Nitrato de Zinco Hexahidratado 96% Neon —
Hidréxido de Aménio P.A 2 99% Synth -
Etilenoglicol = 99% Synth -
Etanol =2 99% Vetec —
Hexametilenotetramina (HMT) 2 99% Merck -
Hidréxido de Potéassio Lentilhas > 99% Synth -

P.A
Acetato de Zinco 2 99% Neon -
Hidréxido de soédio Lentilhas > 99% Vetec -

P.A

Roswell Park

RPMI — Life Technologies Memorial Institute
DMEM — Life Technologies Dulbecco's qulﬂed
Eagle Medium
Tripsina com EDTA 0.5% — Life Technologies —
Fungizona — Life Technologies —
Penicilina-Estreptomicina - Life Technologies -
Soro Fetal Bovino - Life Technologies -
DMSO - Sigma-Aldrich -
Linhagens Celulares
Linhagem de
carcinoma de células
T24 — ATCC deAtransicionais. de
cancer de bexiga
(American Type humano (Grau 1)
Culture Collection . ,
) Linhagem de células
Vero - de rim de macaco

verde africano

40
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4.2. Desenvolvimento de Nanoestruturas de ZnO

Neste estudo foram utilizados dois métodos para a obtencdo das

nanoestruturas de 6xido de zinco: co-precipitagéo e hidrotérmico.
4.2.1. Método de co-precipitacao
Sintese das nanoestruturas ZnO-CPB e ZnO-CPL

Nanoestruturas de o6xido de zinco, respectivamente ZnO-CPB e ZnO-CPL
foram preparadas através de uma adaptacdo do método de co-precipitacao descrito
por Naila et al. (2018). Em um procedimento tipico, 45 g (0,1513 mols) de
Zn(NOs3)2.6H20 foi dissolvido em 100 mL de &gua deionizada e adicionado em um
baldo de 3 bocas. Na sequéncia, 31 g (0,49 mols) de EG também foi adicionada ao
reator. Ao atingir 30 °C no sistema, 1 mL de NH4OH concentrado foi acrescentado a
reacao, e mantida sob agitacdo magnética a 30° C por 20 min. ApGs esse periodo, 0
produto final foi lavado em centrifugacao (3600 rpm por 2 min) e lavado 3x com agua
destilada e 1x com etanol. Em seguida, o sélido obtido foi seco em estufa a 80 °C
por 12h e guardado em dessecador para posterior caracterizacdo. O método de
obtencdo de ZnO-CPL foi similar ao descrito acima, modificando apenas a
guantidade de NH4OH concentrado adicionada ao sistema (22mL) e a temperatura
reacional (80°C). O sistema reacional utilizado em ambas as sinteses foi composto
de um baldo de 3 bocas com capacidade para 500mL. A este foram acoplados o
sistema de refluxo, agitacdo magnética, termopar e funil de adicdo para adicéo
controlada de NH4OH.

Sintese das nanoestruturas ZnO-CPBH e ZnO-CPBC

As nanoestruturas ZnO-CPBH e ZnO-CPBC foram sintetizadas segundo o
método descrito por Yu et al. (2007). Duas solu¢fes foram preparadas previamente:
a) 2,97 g (0,001mols) de Zn(NO3)2.6H20 em 100 mL de agua deionizada; b) 1,40 g
de HMT (0,001mols) em 100 mL de agua deionizada. Em seguida, as duas solucdes
foram misturadas e agitadas por cerca de 5 minutos. A mistura das solucdes foi
adicionada a um baldo de fundo redondo e mantida sob aguecimento (90°C) e em
refluxo por 10h para a nanoestrutura ZnO-CPBH e por 24h para a nanoestrutura

ZnO-CPBC sob agitacdo magnética. Apos o tempo de aquecimento, o produto final
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de cada mistura reacional foi centrifugado (3600 rpm por 2 min) e lavado 3x com
agua destilada e 1x com etanol. A secagem foi em estufa a 60 °C por 24h.

Sintese da nanoestrutura ZnO-CPFR

A nanoestrutura ZnO-CPFR foi sintetizada segundo o método descrito por Li
et al. (2019). Em uma sintese tipica, duas solu¢des foram previamente preparadas:
a) 1,142 g (0,0038 mols) de Zn(NOs)2.6H20 em 20 mL de agua deionizada; b)
0,0416g (0,001 mols) de NaOH em 20 mL de agua deionizada. As solu¢cdes foram
solubilizadas e a mistura final foi mantida a 60°C e sob agitacdo magnética forte por
1h30. O produto final foi centrifugado (3600 rpm por 2 min) e lavado 3x com agua
destilada e 1x com etanol. A secagem foi em estufa por 12h a 60°C. O sistema
reacional utilizado foi um baldo de fundo redondo, no qual foi acoplado um sistema

de refluxo, o aguecimento foi feito com um banho de dleo.

4.2.2. Método hidrotérmico
Sintese da nanoestrutura ZnO-HL

A nanoestrutura ZnO-HL foi preparada através do método hidrotérmico
descrito na literatura através do estudo do Yu et al. (2018). Duas solucdes foram
preparadas previamente: a) 0,2195 g (0,001 mols) de acetato de zinco em 10 mL de
agua deionizada; b) 0,5610 g (0,001 mols) de hidréxido de potassio em 30 mL de
agua deionizada. As solucdes foram misturadas e mantidas sob agitacdo magnética
forte por 30 minutos. Apos, a mistura foi transferida para um reator do tipo autoclave
com copo de teflon e mantido a 120°C por 12h. Por fim, o produto sélido final foi
centrifugado (3600 rpm por 2 min) e lavado por 5x com agua destilada e 1x com

etanol.

4.3. Técnicas de Caracterizacao
4.3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissao de Campo (MEV-FEG)

Esta técnica foi utilizada inicialmente para avaliar a morfologia dos oxidos de
zinco nanoestruturados obtidos. A analise de MEV foi realizada em equipamento FEI

Inspect F50 no modo de captura de elétrons secundarios (SE) disponivel no
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Laboratorio Central de Microscopia e Microandlise (LabCEMM) da PUCRS. As
amostras foram dispostas em stubs e recobertas com uma fina camada de ouro.

Para a obtencéo das micrografias foi aplicada uma voltagem de 10 kV.

4.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A utilizacdo desta técnica teve como objetivo verificar a morfologia das
nanoestruturas sintetizadas. A analise foi realizada em um equipamento FEI, modelo
Tecnai G2 T20, no Laboratério Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM)
da PUCRS. As amostras foram suspensas em acetona e permanecerem em um
ultrassom por 5 min, sendo colocadas em grids de cobre com filme de carbono (300
mesh).

4.3.3. Difragéo de Raios X (DRX)

Para a caracterizacdo da estrutura cristalina das nanoestruturas elaboradas
utilizou-se a técnica de DRX. Todos os materiais foram analisados sob a forma de p6
em um difratdmetro D8 Advance (Bruker), radiagdo CuKa operando com voltagem
de 40kV e corrente de 20 mA, varredura de 20 de 5° a 80°, passo de 0,053° e tempo
de contagem de 1,0 s. As andlises foram realizadas no Laboratorio de
Sedimentologia e Petrologia (LASEPE) do Instituto do Petr6leo e dos Recursos
Naturais (IPR) da PUCRS.

4.3.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

A técnica de TGA foi utilizada a fim de avaliar a estabilidade térmica das
nanoestruturas de 6xido de zinco. O equipamento utilizado foi um SDT modelo Q
600 (TA instruments) em atmosfera de N2 com rampa de aquecimento de 10 °C/min

a partir da temperatura ambiente até 1000 °C.

4.3.5. Andlise de Tamanho de Particula e Potencial Zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidispersdo (PDI) das
nanoestruturas de ZnO sintetizadas foram determinados por espalhamento de luz
dindmico (DLS) utilizando o Malvern Zetasizer Nano ZS 3600 (Malvern Instruments,

Worcestershire, UK). A preparacdo da amostra envolveu a diluicdo das
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nanoestruturas em uma aliquota de 1 mL de agua ultrapura, adicionado em um porta
amostra de quartzo. A analise foi realizada em angulacdo incidente de 90° a 25°C.
Adicionalmente, as amostras em tubos capilares foram analisadas a 25 °C para
avaliacdo dos valores de carga superficial por potencial zeta. As amostras foram

analisadas em triplicatas.

4.3.6. Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado individualmente (ICP-MS)

As analises foram realizadas a partir da adaptacdo de uma metodologia
desenvolvida e validada pelo laboratério INTOX (Instituto de Toxicologia da PUCRS)
em ICP-MS, modelo 7700x, Agilent, operado no modo He contendo um percentual
de 6xidos (CeQO/Ce) inferiores a 1% e carga +2 (Ba?*/Ba‘) inferiores a 3%. Foram
monitorados os isétopos %4Zn e %Zn, sendo o Ultimo selecionado devido a maior
intensidade de sinal e a verificacdo da auséncia de efeitos dos constituintes
poliatdbmicos da matriz. As condi¢cdes de andlise utilizadas foram: Poténcia: 1550W,
Velocidade de nebulizagdo: 0,1 rps, gas carreador: 1,3 L/min, gas Switch: make-up =
0 L/min, energia de discriminagdo cinética: 5V, fluxo da cela de colisdo: 4 L/min He.
Tempo de amostragem (triplicata): 0,3 s e profundidade da amostra: 10 mm. As
amostras foram feitas em triplicatas e digeridas com &cido nitrico destilado e diluidas

com agua do tipo 1 para 2% de HNOs e injetadas no ICP-MS.

4.4. Ensaios in Vitro

4.4.1. Cultura e manutencéo das células

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram de carcinoma de
células transicionais de bexiga humana (T24) e células renais de macaco verde
africano (Vero), ambas obtidas da ATCC. As células T24 foram cultivadas em meio
RPMI e, a linhagem Vero foi cultivada em meio DMEM, ambos os meios contendo
0,5 U/mL dos antibidticos (penicilina/estreptomicina), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e mantida em temperatura de 37°C, com umidade relativa do
ar de 95% e atmosfera de 5% CO.. Para a realizacdo dos experimentos as células

foram tripsinizadas e plaqueadas conforme a necessidade.
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4.4.2. Preparacao das Amostras

Todas as amostras sintetizadas neste estudo foram suspendidas em meio de
cultura (RPMI-1640 ou DMEM) na concentragdo de 1000 pg/mL e serialmente
diluida em diferentes concentracdes (Figura 4.1). Para garantir a uniformidade da

suspensao, as amostras foram agitadas em vortex antes do uso.

1000 pg da

amostra n

Determinacio da atividade

250 50.0 1000 2000 antitumoral e do perfil de
= pgml  pgiml pgml  pgiml — = biocompatiblidade das
j==—- amostras siftetizadas.
B
i
1.0mL de I 1 = Awaliacio da morfometria
(REMI-1640 L I J —— nuclear
ou DMEM) Meio de cultura celufar
(RPMI ou DMEM)
Agitagiio

Figura 4.1. Desenho experimental da preparagéo das amostras para os determinados estudos.

4.4.3. Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. O principio
deste método descrito por Mosman (1983) consiste em medir a viabilidade celular
pela atividade metabdlica mitocondrial das células vivas, no qual é quantificada pela
reducdo do MTT (coloracdo amarela) em cristais de Formazan (coloracdo roxa).
Desta forma, a reducdo do MTT é diretamente proporcional a atividade mitocondrial
e a viabilidade celular (Figura 4.2).



MTT

NAD+

Figura 4.2. Esquema representativo do principio de MTT.

Cristal de
Formazan
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Para avaliagdo da viabilidade celular, as linhagens T24 e Vero foram

plagueadas numa densidade de 5 x 102 células por poco em placas de 96 pocos.

Apods a confluéncia foram tratadas com diferentes concentracdes das nanoestruturas

sintetizadas e incubadas por 24h (conforme Quadro 3).

Quadro 3. Desenho experimental dos ensaios por MTT.

Tratamento Concentragdes Linhagem
Celular
Controle (RPMI) ] Vero
Controle (DMEM) _ T24
ZnO-CPB
ZnO-CPL
ZnO-CPBH 25; 50; 100 e 200 pg/mL T24 e Vero
ZnO-CPBC

Apo6s 24 h de tratamento as células foram lavadas com PBS e a foram

adicionados 100 uL de solucdo de MTT 0,5% por poco. Apds 3h de incubacéao, o

meio foi removido e a placa foi mantida em temperatura ambiente por 24 h, para

secagem. Na sequéncia, os cristais de Formazan foram eluidos em 100 pL de
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DMSO. A densidade oOptica de coloracdo foi determinada por espectrofotdmetro
(SpectraMax Plus) a 570 nm (Nicoletti et al., 2017). A viabilidade celular (VC) foi
determinada em percentual da absorbancia dos grupos tratados em relacdo ao

grupo que nao recebeu tratamento (controle) conforme equacéo 1 (Eq. 1):

Ve [q}ﬂ-] — ( ABSCituias cratadas ) w% 100 Eq (1)

Meédia ABSgipyias nio tratadas

4.4.4. Determinacgéo dos valores de ICso

A concentracao necessaria para inibir a viabilidade das células T24 e Vero em
50% (ICso) foi determinada em relagdo com as células néo tratadas (grupo controle).
A determinacéo dos valores de ICso foi calculada plotando o percentual da VC em

relacdo ao logaritmo das concentracfes das nanoestruturas sintetizadas.
4.4.5. Analise da morfometria nuclear (NMA)

A morfometria nuclear é a descricdo quantitativa dos achados geométricos da
estrutura nuclear em qualquer dimensdo. A analise morfométrica nuclear foi
realizada para rastrear o destino celular (ou seja, apoptose, senescéncia ou
catastrofe mitética) com base na forma e no tamanho do nucleo conforme descrito
por Chiela et al.,, 2012. Para realizacdo desta analise, as células T24 foram
plagueadas numa densidade de 30 x 10° células por poco em placas de 24 pocos
por 24 h. Apdés incubacdo, foram tratadas pelo (ZnO-CPL) em diferentes
concentracdes (25; 25; 50; 100 e 200 pg/mL). Apds 24 h, as células tratadas foram
fixadas com para formaldeido (4%) e coradas com DAPI (300 nM) em quarto escuro
e a temperatura ambiente. As imagens foram adquiridas em microscépio de
fluorescéncia, seguidas de analise no software Image-Pro Plus 6.0 (IPP6, Media
Cybernetics). Os contornos nucleares foram delimitados, seguido da aquisicao das
seguintes variaveis: Area, Radiusratio (Rr), Roundness (Rou), Aspect (Asp) e
Areabox (Arbx).

Apoés a aquisicdo, os dados foram transferidos para uma planilha, onde a
analise da area nuclear versus forma € realizada. A forma nuclear € definida pelo

indice de irregularidade nuclear (INN), que é calculado pela Equacéo 2, conforme
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descrito por Chiela et al. (2012).

INN = 0,9 x Asp — 0,87 x Arbx + 0,96 x Rr + 0,92 x Rou
(Eq.2)
Por meio dessa analise, os nudcleos séo classificados de acordo com o
tamanho e a morfologia: normal (N), pequeno e regular (SR), pequeno e irregular
(SI), grande e regular (LR), grande e irregular (LI). Os nucleos SR correspondem
tipicamente a células apoptéticas, enquanto LR e LI correspondem a nucleos de

células senescentes.

4.4.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como média + erro
padrdo da média e as analises estatisticas foram realizadas através do teste t de
Student por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pos-hoc
de Tukey. Valores de p menores do que 0,05 foram considerados como indicativos

de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizagdo de nanoestruturas de Zinco

5.1.1. Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) e Microscopia

Eletrénica de Transmissé&o (MET)

A fim de avaliar a morfologia das nanoestruturas de 6xido de zinco obtidas
pelos métodos de co-precipitacdo e hidrotérmico, foram realizadas analises de MEV-
FEG e MET. As micrografias obtidas sdo mostradas respectivamente na Figura 5.1 e
5.2.

A morfologia obtida para a nanoestrutura ZnO-CPB (Figura 5.1a) foi de
bastédo, predominantemente, com pequenas quantidades de aglomerados de placas
lamelares. Pela MET, conforme Figura 5.2a, também foi observado as mesmas
morfologias.

O ZnO-CPL (Figuras 5.1b e 5.2b) apresentou uma morfologia de laminas com
dimensdes diferentes. Estas morfologias encontradas para o ZnO-CPB e ZnO-CPL
sdo similares as encontradas por Zubair et al. (2019). Destaca-se aqui que a
diferenca de temperatura tem um papel importante para a mudanca de morfologias,
além disso, os autores mencionam que a baixa temperatura favorece o crescimento
de nanoparticulas. Liu et al. (2020) em seu estudo sobre cinética microscopica,
concluiram que a baixa temperatura propicia ao crescimento de nanoparticulas
durante a etapa de sintese quimica.

As Figuras 5.1c e 5.2c (nanoestrutua ZnO-CPBH) mostram o inicio do
crescimento de bastbes a partir de um ndcleo, as quais evidenciam as pontas dos
bastdes crescendo em varias dire¢des. Para fins de diferenciagdo, nomeamos como
morfologia bastao hexagonal.

As Figuras 5.1d e 5.2d mostram que a nanoestrutura ZnO-CPBC apresentou
uma morfologia de bastdes com pontas desbastadas e finas. Para fins de

diferenciacdo, nomeamos como morfologia bastédo conico. Morfologias semelhantes
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foram obtidas por Yu et al. (2007), o qual obteve o0 mesmo efeito de crescimento
para bastdes de ZnO em diferentes tempos reacionais, tais como: 30 min, 2h, 10h,
18h, 48h e 72h.

As Figuras 5.1e e 5.2e mostram a morfologia obtida para a nanoestrutura
ZnO-HL, na forma de laminas e as Figuras 5.1f e 5.2f mostram a morfologia de
flores rugosas para a nanoestrutura ZnO-CPFR.

Figura 5.1. Imagens obtidas por MEV (magnificac@o de 40.000x) para (a) ZnO-CPB, (b) ZnO-CPL, (c)
ZnO-CPBH, (d) ZnO-CPBC, (e) ZnO-HL, e (f) CPFR.
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Figura 5.2. Imagens obtidas por MET para (a) ZnO-CPB (magnificacdo 31.000 x); (b) ZnO-CPL

(magnificagdo 35.000 x); (c) ZnO-CPBH (magnificagdo 35.000 x); (d) ZnO-CPBC (magnificacéo
35.000 x); (e) ZnO-HL (magnificagcdo 88.000 x); (f) ZnO-CPFR (magnificacdo 26.500 Xx).

200 nm

5.1.2. Difragdo de Raios X (DRX)

A técnica de DRX foi utilizada para avaliar a estrutura quimica das seguintes
nanoestruturas de ZnO sintetizadas: ZnO-CPB, ZnO-CPL, ZnO-CPBH e ZnO-CPBC
(Figura 5.3), ndo foi possivel realizar esta andlise para as demais nanoestruturas
(ZnO-HL e ZnO-CPFR) devido a indisponibilidade do equipamento.

Os difratogramas obtidos apresentaram picos caracteristicos em 31,2°; 34,1°;
36,6° 47,4°; 56,2°; 62,5°, 66,3° 67,3° 69,3° e 72,7° correspondendo aos planos
cristalinos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (112) e (200) correspondentes a
uma estrutura hexagonal Wurtzita (Safaa et al., 2021; Patel et al., 2020; Perillo et al.,
2018; Akhtar et al., 2017). Esta estrutura pode ser descrita como camadas de ions
Zn>* + e O% empilhados alternadamente, resultando em um cristal polar de ZnO,

como mostrado na secéo 3.1.1.

Ha uma segunda fase cristalina que é identificada pelos sinais em torno de
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9,2 ° 18,2 °e 19,7 ° pode ser atribuido ao composto lamelar de hidroxi nitrato de
zinco (Zns(OH)s(NO3)2(H20)2) similar ao encontrado na literatura. (Ramesh et
al.,2015). De forma geral, a ndo obtencdo somente da nanoestrutura de ZnO
(estrutura Wurtzita) pode estar associado a auséncia de tratamento térmico das

nanoestruturas sintetizadas.

Figura 5.3. Difratogramas obtidos para (a) ZnO-CPB (b) ZnO-CPL (¢) ZnO-CPBH (d) ZnO-CPBC.

5.1.3. Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA foi realizada com o objetivo de investigar a estabilidade térmica das
nanoestruturas ZnO-CPB; ZnO-CPL; ZnO-CPBH; ZnO-CPBC,; ZnO-CPFR e ZnO-HL.
A figura 5.4a apresenta os termogramas (TG) e a figura 5.4.b apresenta as

derivadas das curvas termogravimétricas (DTG) para as hanoestruturas de zinco.

As nanoestruturas ZnO-CPB (bastbes) e ZnO-CPL (laminas) apresentaram
um comportamento de degradacédo térmica semelhante descrito por, pelo menos,
guatro eventos térmicos iniciando abaixo de 100 °C até em torno de 400°C (Figura
5.4b) com perdas totais de massa em torno de 36% e 34%, respectivamente. A
literatura (Ramesh et al.,2015), mostra que o composto hidroxi nitrato de zinco
possui degradacéo nesta regido com perdas de massas em torno de 50% indicando
o alto teor de perda de agua. A degradacdo que ocorre entre 120° e 270°C é

atribuida a decomposicdo de ions nitratos e préximo a 264°C corresponde a
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No entanto, as nanoestruturas ZnO-CPBH (bastdo hexagonal), ZnO-CPBC

(bastdo conico), ZnO-HL (laminas), ZnO-CPFR (flores rugosas) apresentaram um

perfil de degradacdo bem diferente das duas primeiras ZnONPs, onde as

temperaturas iniciais de degradacao foram acima de 220 °C e com perdas de massa

de até 2%. Com excecdo para a nanoestrutura ZnO-CPFR que apresentou uma

perda de massa de 7%. Estes resultados indicam que pequeno teor de agua ou

grupos OH estdo presentes nestas nanoestruturas.

Por fim, estes resultados corroboram os resultados obtidos por DRX, onde se

observou uma predominancia de mistura de nanoestruturas de ZnO nas amostras

analisadas de ZnO-CPB e ZnO-CPL comparadas as demais ZnONPs sintetizadas.
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Figura 5.4. Curvas de a) TG e b) DTG para ZnO-CPB; ZnO-CPL; ZnO-CPBH; ZnO-CPBC; ZnO-CPFR

e ZnO-HL.

No entanto, as razdes para exibirem diferentes morfologias de ZnO podem

ser atribuidas ao uso de solugdes distintas mostrando basicidade diferentes nas
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sinteses e também durante o processo de nucleagdo e crescimento cristalino
(Zhang et al., 2002).

5.1.4. ICP-MS

A técnica de ICP-MS foi usada para determinar a quantidade de zinco
metélico (% Zn) presente nas nanoestruturas sintetizadas, obtendo-se valores de
32,3% para ZnO-CPB, 49,8% para ZnO-CPL, 67,5% para ZnO-CPBH e 70,4% para
ZnO-CPBC.

A variacdo de concentracdo de ions zinco nas diferentes ZnONPs
sintetizadas, pode estar associada a existéncia de outras estruturas de zinco com
composicdo quimica diferente, como evidenciado nos resultados de DRX. Os
menores percentuais de Zn obtidos (< 50%) nas nanoestruturas ZnO-CPB (bastdes)
e de ZnO-CPL (laminas) podem ser devido a maior presenca de hidroxi nitrato de
zinco também formado como resultado da baixa temperatura e/ou da quantidade de
NH4OH usados na sinteses (Yamabi et al., 2002). No entanto, para as
nanoestruturas de ZnO-CPBH (bastbes hexagonais) e de ZnO-CPBC (bastbes
cOnicos) obteve-se percentuais de Zn mais altos (> 60%) indicando que ZnONPs do
tipo Wurtzita devem estar predominantemente presentes. Este resultado mostra que
as condicdes utilizadas nas sinteses destas duas nanoestruturas parecem ser mais

adequadas para a obtencdo de ZnONPs do tipo Wurtzita.

5.2. Avaliacédo das Propriedades Bioldgicas

5.2.1. Avaliacao da atividade citotoxica das nanoestruturas de zinco

O cancer de bexiga € considerado uma das piores doengas que acometem o
sistema geniturinario devido a sua complexidade gendémica, que é capaz de reduzir a
eficacia e promover resisténcia aos tratamentos disponiveis na clinica para este tipo
tumoral (Mushtaq et al., 2019). A linhagem T24 de tumor de bexiga humana tem sido
usada como modelo de tumor maligno-invasivo de bexiga, uma vez que as células
T24 sao derivadas de carcinoma de células transicionais com potencial metastatico

de grau lll (Castiglioni et al, 2015). Por outro lado, a célula Vero tem sido utilizada
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em estudos pré-clinicos como modelo ndo-tumoral para verificar toxicidade de
compostos quimicos em nivel molecular contra células saudaveis (Ammerman et al.,
2008).

Recentemente, as nanoestruturas baseadas em metal tém sido exploradas
em diversos estudos que objetivam o avanco do tratamento para diferentes tipos
tumorais (cancer de colon-retal, mama, pulmao, pancreas, ovario, bexiga, entre
outros) (Premanathan et al., 2011; Selim et al., 2012; Bendale et al., 2017, Alban et
al., 2020). Entre as principais caracteristicas para este tipo de biomaterial esta a
capacidade de atuar atingindo somente a regidao tumoral (atividade antitumoral
seletiva) e protegendo o restante do corpo (biocompatibilidade) (Alban et al., 2020).

Neste estudo, avaliamos a toxicidade in vitro das quatro nanoestruturas de
zinco obtidas por sintese de co-precipitacdo a partir do sal nitrato de zinco e o
hidroxido de aménio (ZnO-CPB e ZnO-CPL), bem como, do nitrato de zinco e
hexametilenotetramina (ZnO-CPBH e ZnO-CPBC) como biomateriais com acédo
antitumoral contra as células Vero e T24 a concentracdes crescentes (25, 50, 100 e
200 pg/mL) por 24h. A anélise do ensaio de MTT permitiu observar diferentes graus
de resposta estatisticamente significativa em relagdo as caracteristicas de
biocompatibilidade e atividade antitumoral das nanoestruturas de zinco compativeis
com o que se deseja para biomateriais para este tipo de aplicacdo (maior toxicidade
contra célula tumoral em relacéo as células saudaveis) (Figura 5.5 e Tabela 1).

Os dados da atividade antitumoral (Figura 5.5 e Tabela 1) obtidos permitiram
verificar, que a nanoestrutura ZnO-CPB promoveu reducéo da viabilidade tumoral de
24.9% e 56.4% nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL (p < 0.05 e p < 0.001). Para
a nanoestrutura ZnO-CPL, a inibicdo da viabilidade foi de 61,3%, 58,0% e 65,5% nas
concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL (p < 0.001). Enquanto ZnO-CPBH (34,6%,
69,1%, 68,4% e 71,3%) e ZnO-CPBC (38,6%, 65,6%, 65,4% e 69,7%) exibiu um
efeito inibidor em todas as concentragdes testadas respectivamente (p < 0.001).

Do mesmo modo foi avaliado as caracteristicas de biocompatibilidade das
nanoestruturas contra células vero, a citocompatibilidade obtida neste estudo
mostrou que as nhanoestruturas ZnO-CPB e ZnO-CPL possuem uma faixa de
concentracdo menos toxicas do que as nanoestruturas ZnO-CPBH e ZnO-CPBC
(Figura 5.5). A toxicidade foi significativa a uma concentragdo de 200 pg/mL (p <
0.001) para todas as nanoestruturas, ZnO-CPB, ZnO-CPL, ZnO-CPBH e ZnO-

CPBC. A nanoestrutura ZnO-CPBH apresentou toxicidade em todas as
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concentracOes avaliadas (com reducdo crescente da viabilidade de 15,5%, 30,9%,
52,4% e 54,0%), enquanto ZnO-CPBC apresentou toxicidade nas concentracdes de
50, 100 e 200 pg/mL (com reducéo de 25,9%, 52,2% e 60,6%, respectivamente) (p <
0.001).
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Figura 5.5: Efeito das nanoestruturas ZnO-CPB (a), ZnO-CPL (b), ZnO-CPBH (c) e ZnO-CPBC (d) na
viabilidade celular das linhagens vero e T24 por meio do ensaio MTT apés 24 h. Os dados
representam a média de quatro experimentos independentes realizados em triplicata + DP. Os dados
foram analisados por One-way ANOVA, seguido de Tukey post-hoc. *** p <0,001, ** p <0,01, * p
<0,05.

O perfil antitumoral das nanoestruturas sintetizadas neste trabalho foi
semelhante ao perfil de resposta encontrado na literatura cientifica por outros
pesquisadores (Akhtar et al., 2012; Bai et al., 2017; Ancona et al., 2018). Akhtar e
colaboradores (2012) descreveram que as nanoparticulas de o6xido de zinco
(Nanoestruturas de ZnO) exercem efeitos distintos de citotoxicidade contra a
viabilidade de células tumorais humanas de figado (linhagem HepG2) e pulméo
(linhagens A549 e BEAS-2B) avaliadas pelo ensaio de MTT apos 24 h. Os autores
relataram que as Nanoestruturas de ZnOs apresentam seletividade para estes tipos
de células tumorais e sédo capazes de induzir a morte celular programada por

apoptose por meio de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além disso, as
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nanoestruturas de ZnO ndo promoveram a reducdo da viabilidade de hepatdécitos e
astrécitos de ratos.

Bai e colaboradores (2017), também estudaram os efeitos antitumorais de
nanoestruturas de ZnO em células tumorais de ovario humano, onde os autores
relatam o efeito dose dependente na viabilidade tumoral nas concentragbes de 10,
20 e 30 pg/mL apds 24 h e relacionaram este resultado com o aumento da geracgao
de EROs. Ancona e colaboradores (2018) avaliaram a geracdo de EROs por
nanoestruturas de ZnO em células de cancer cervical (linhagem Hela), os autores
reportaram a reducdo acentuada da viabilidade tumoral entre as concentracdes de
36 e 90 pg/mL associado a uma maior producdo de EROs pelas nanoestruturas
apos 24 h.

A biocompatibilidade € outra caracteristica associada as nanoestruturas de
zinco relatadas em diversas revisdes cientificas (Rasmussen et al., 2010; Jiang et
al., 2015; Mishra et al., 2017; Wiesmann et al., 2020). Grenho e colaboradores
(2015) avaliaram a biocompatibilidade de NPs e reportaram a citocompatibilidade em
ensaios de in vitro, células osteoblastos, apdés 72h e a biocompatibilidade das

nanoestruturas em estudos in vivo (ratos Wistar).
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Tabela 1: Avaliagdo da citotoxicidade e atividade antitumoral dos tratamentos com ZnO-CPB,
ZnO-CPL, ZnO-CPBH e ZnO-CPBC.

Nanoestruturas de zinco

Concentracao

(Lg/mL) Zn0O-CPB ZnO-CPL ZnO-CPBH Zn0O-CPBC
Percentual viavel de células Vero
VC% 1% VC% 1% VC% 1% VC% 1%
25 — — — — 84,5 15,5 — —
50 — — — — 69,1 30,9 74,1 25,9
100 — — — — 47,6 52,4 47,8 52,2
200 586 414 415 58,5 46,0 54,0 39,4 60,6
Percentual viavel de células T24
VC% 1% VC% 1% VC% 1% VC% 1%
25 — — — — 65,4 34,6 61,4 38,6
50 — — 38,7 61,3 30,9 69,1 34,4 65,6
100 75,1 249 42,0 58,0 31,6 68,4 34,6 65,6
200 43,6 56,4 345 655 287 71,3 30,3 697
VC% Percentual de % Percentual de inibicéo da viabilidade celular (1%=100 - CV%) — Sem redugéo da viabilidade celular.

viabilidade celular

A analise deste tipo de avaliagdo € extremamente importante para engenharia
de materiais como atividade estratégica em aplicacdes promissoras na medicina
oncolégica. A implementacdo de analises que relacionem caracteristica das
nanoestruturas e a viabilidade celular in vitro é muito importante para obter
informagdes sobre a toxicidade potencial dos nanomateriais. Para explorar os
resultados da Figura 5.5 e Tabela 1 em mais detalhes, primeiramente foi avaliado as
evidéncias experimentais apresentadas, que permitem relacionar a atividade

antitumoral das nanoestruturas e, consequentemente, mapear um perfil de
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concentracbes com maior eficdcia para promover uma maior reducdo das células

tumorais, preservando as células saudaveis (Figura 5.6).

- Perfil antitumoral

Perfil de toxicidade

Perfil de atoxicidade

o < L | | ZnO-CPBC
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e ZnO-CPBH
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| | |
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Figura 5.6: Mapa de toxicidade das nanoestruturas sintetizadas. O mapa apresenta a relacdo das
concentracdes de aplicagdo das nanoestruturas de zinco que séo eficazes contra células tumorais,
sem afetar a viabilidade das células saudaveis.

O mapa de toxicidade informa na cor vermelha o perfil antitumoral, ou seja,
cancer, pois mapeia a resposta desejada, a cor amarela informa perfil com
toxicidade para as células Vero, pois esta é a referéncia para toxicidade, a cor verde
informa o perfil atoxico, quando ndo tem atividade.

A toxicidade de estruturas de ZnO geralmente estd associada ao aumento de
concentracdo (Bai et al., 2017; Ancona et al., 2018). A analise do mapa de toxicidade
(Figura 5.6) permitiu observar o impacto deste pardmetro no perfil toxico das
amostras de ZnO. Diante disso, a concentracao necessaria para reduzir a viabilidade
tumoral em 50% (ICso) também foi calculada como estratégia experimental para
definicdo da atividade antitumoral apresentado pelas nanoestruturas de ZnO (Figura
5.7). A nanoestrutura ZnO-CPBH mostrou ser mais toxica em relacdo as demais
nanoestruturas sintetizadas, apresentando a maior toxicidade tanto contra células
tumorais (ICso de 30,95 pg/mL), quanto para as células vero, promovendo reducdo
da viabilidade celular para todas as faixas de concentracdo. A relacao
citocompatibilidade e citotoxicidade mostrou regides com caracteristicas
exclusivamente antitumorais, onde as concentracdes de 25 pg/mL para ZnO-CPBC,
50 e 100 pg/mL para ZnO-CPL e 100 pg/mL para ZnO-CPB apresentaram perfil
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antitumoral, ou seja, sdo capazes de afetar a proliferacdo das células T24, sem
afetar a viabilidade das células vero (Figura 5.6).

Diante do screening de perfil antitumoral exposto, a menor concentracdo com
atividade antitumoral foi observada na nanoestrutura ZnO-CPBC (ICso = 32,5
pHg/mL), enquanto a concentracdo com menor perfil antitumoral foi encontrada na
nanoestrutura ZnO-CPB (ICso = 148,84 pg/mL). A concentragdo com maior inibicao
da viabilidade das células tumorais T24 foi exibido pela nanoestrutura ZnO-CPL (ICso
= 66,6 pg/mL).

Em resumo, dentro das condi¢cdes avaliadas neste estudo (maior atividade
antitumoral sem prejuizo da viabilidade de células saudaveis) foi classificado na
ordem de maior atividade ZnO-CPL (61.3% e 58%) > ZnO-CPBC (38.6%) > ZnO-
CPB (24.9%) > ZnO-CPBH, conforme Tabela 1.
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Figura 5.7: IC50 das nanoestruturas ZnO-CPB (a), ZnO-CPL (b), ZnO-CPBH (c) e ZnO-CPBC (d) na
viabilidade das células T24 apés 24 h. Os dados representam a média de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata + DP.

Além do fator concentragcéo, outras caracteristicas podem estar associadas a
toxicidade das nanoestruturas de ZnO, como a morfologia estrutural, maior liberacéo
de ions de zinco e o tamanho (Ann et al., 2015). Os resultados obtidos pela

microscopia eletrbnica de varredura e transmissao revelaram que as morfologias das
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amostras ZnO-CPB, ZnO-CPL, ZnO-CPBH e ZnO-CPBC apresentaram formatos
irregulares (bastéo, laminas, bastédo hexagonal e bastdo céncavo, respectivamente).
Contudo, as morfologias de bastédo, lamina e bastdo concavo apresentaram faixas
de concentracdo com acéao seletiva para células tumorais e células saudaveis como

pode ser notado pela Figura 5.7.

A literatura descreve que nanoestruturas de ZnO com morfologia de bastéo
podem desencadear maior toxicidade do que particulas esféricas de ZnO (Lee et al.,
2008). Porém neste estudo, Lee e colaboradores relatam que a utilizacdo de
substratos com nanobastdes de ZnO podem controlar a adesao celular e a
viabilidade. Diferentemente do processo experimental reportado nesse estudo, a
nossa avaliacdo consistiu em adicionar nanobastdes de ZnO em células
previamente aderidas. Por outro lado, em processo experimental semelhante ao
nosso, nanobastbes de ZnO estdo associados a promocdo da proliferacdo de
células saudaveis (Ann et al., 2015), Também foi descrito o perfil de atoxicidade de
nanoestruturas de ZnO com morfologia de laminas em células de fibroblastos de
camundongo (L929) apd6s 24, 48 e 72 h (Ann et al., 2015). O perfil de aplicacdo da
amostra ZnO-CPL apresentou faixa de concentracbes com perfil exclusivamente de
atoxicidade para células Vero e de elevada atividade antitumoral seletiva para

células T24.

Além disso, as diferencas nos efeitos observados entre as amostras podem
ser correlacionados com a carga de superficie. As cargas superficiais das
nanoestruturas de ZnO foram examinadas por meio da medicdo do potencial zeta,

conforme listado na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros estruturais e potenciais zeta das nanoestruturas de ZnO.

Amostras | Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
ZnO-CPB 2670 + 631 0.8+0.2 -3.96 £ 0.61
ZnO-CPL 1695 + 105 0.4+0.1 36.23 + 0.66
ZnO-CPBH| 1940 + 138 0.6+0.1 31.70 £ 2.07
ZnO-CPBC| 1927 + 260 0.4+0.2 -3.64+£0.77
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Potenciais de baixa magnitude (entre + 30 mV e - 30 mV) indicam particulas
mais instaveis, enquanto potenciais com magnitude superior a +30 mV indicam alta
estabilidade, onde muitos ions de zinco carregados positivamente se localizam nas
particulas de ZnO (Ann et al., 2015). As amostras ZnO-CPB (-3.96 mV) e ZnO-
CPBC (-3.64 mV) exibiram menor potencial zeta e, consequentemente,
nanoestruturas menos estaveis na forma de suspensao. Os ZnO-CPL (36.23 mV) e

ZnO-CPBH (31.70 mV) exibiram os maiores potenciais zeta.

A literatura relata alguns aspectos consistentes sobre a toxicidade de
particulas de ZnO de distintas dimensfes (nanométrico/micrométrico) e variada
morfologia estrutural, além de outros fatores associados a interacdo e
permeabilidade através de barreiras celulares que induzem o estresse oxidativo
intracelular pela geracdo de EROs (Ann et al., 2015; Grenho et al., 2015; Chen et al.,
2019).

Os dados obtidos pelo potencial zeta sugerem que ZnO-CPB e ZnO-CPBC
atuam como estruturas geradoras de ROS, e transportadoras de ions de zinco
levando a um sistema de entrega de Zn*? para as células, o que induz o aumento do
estresse oxidativo gerado pelas ROS e resulta no aumento de morte celular. As
amostras ZnO-CPB e ZnO-CPBC possuem potencial maior de liberacdo de Zn*? nas
suspensdes, desencadeando toxicidade para células tumorais, contudo a diferenca
do percentual inibitério (I1%) entre as amostras pode estar associado as suas
diferencas de tamanhos. Visto que tamanhos menores de nanoestruturas de ZnO
resultariam em maior toxicidade em comparacdo com tamanhos de particulas
maiores (Ann et al., 2015). Por outro lado, as amostras ZnO-CPL e ZnO-CPBH com
potenciais zeta de alta magnitude atuam como estruturas com propriedades de
potencial de reducdo (redox) contribuindo para processos de oxido-reducéo,
provavelmente ocorrendo nas superficies destas nanoestruturas, gerando EROs
(Fukui et al., 2012; Minigalieva et al., 2017). Além disso, a diferenca de morfologia
entre ZnO-CPL (lamina) e ZnO-CPBH (bastdo hexagonal) pode levar a diferentes
quantidades de EROs produzidos (Ann et al.,, 2012; Ann et al., 2013; Ann et al.,
2015).

Ann e colaboradores (2015) reportaram que estruturas de bastdo possuem
maiores quantidades de atomos de oxigénio nas superficies das particulas e
geraram relativamente grandes quantidades de ROS, o que é observado em nosso
estudo, onde ZnO-CPBH apresentou tanto atividade antitumoral, quanto perfil de
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toxicidade para células saudaveis. Por outro lado, estruturas em bastdo (ZnO-CPB,
ZnO-CPBH e ZnO-CPBH) e estrutura em forma de lamina (ZnO-CPL) foram
comparaveis em termos de citotoxicidade, provavelmente devido aos aspectos

estruturais das nanoestruturas de ZnO.

5.2.2. Andalise de morfometria nuclear

Neste estudo quatro nanoestruturas de ZnO (ZnO-CPB; ZnO-CPL; ZnO-
CPBH e ZnO-CPBC) foram avaliadas para citotoxicidade in vitro contra células
tumorais de bexiga por meio do mapa de toxicidade e ICso. Diante do exposto, e
partindo do objetivo atual da engenharia de materiais, em particular na pesquisa
oncoldgica, é produzir dispositivos de alta qualidade in vitro, capaz de atuar como
agente antitumoral no cancer sem afetar células saudaveis. A nanoestrutura ZnO-
CPL foi selecionada para continuar o estudo, pois exibiu melhor eficacia diante da
relacdo citocompatibilidade versus atividade antitumoral, além de margem de
seguranca entre a dose antitumoral e toxica (Figura 5.7). Assim, foi realizado um
screening para senescéncia e apoptose pela morfometria nuclear das células T24
para avaliar os efeitos da nanoestrutura ZnO-CPL sobre a populacdo tumoral

sobrevivente (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Andlise da morfometria nuclear das células T24 expostas ao tratamento ZnO-CPL apds 24
h. (a) As células T24 foram expostas ao tratamento por ZnO-CPL para selecao da dose (MTT) e em
seguida foi avaliado o perfil senescente, apoptético e normal das células sobreviventes. Distribuicdo
dos nucleos das células T24 expostas as concentracfes de 0 (b), 25 (c) e 50 pg/mL (d) da
nanoestrutura ZnO-CPL apés 24h.

As concentracdes (0, 25 e 50 pg/mL) da nanoestrutura Zn-CPL foram
selecionadas por meio da andlise de toxicidade obtida através dos ensaios de MTT
(Figura 5.5 e 5.6). A concentracéo de 100 e 200 pg/mL nédo foram utilizadas para a
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realizacdo da andlise de morfometria nuclear. Apesar de ZnO-CPL na concentracao
de 100 pg/mL apresentar perfil exclusivo de atividade antitumoral, a concentragao de
100 pg/mL néo foi utilizada por trés critérios: 1) apresentou valor de atividade
antitumoral superior a concentragéo de ICso (66.64 pg/mL); 2) exibiu percentual de
inibicéo inferior a concentracao de 50 pg/mL (1100 ugmL% < 1%s0 pg/m, Tabela 1), e 3) a
utilizacdo de um intervalo de seguranca entre a dose de maior agao antitumoral (50
pg/mL) e a concentracdo de atividade toxica contra células vero (200 pg/mL).

Assim, foi identificado que 24 h de tratamento em diferentes concentracfes de
ZnO-CPL foi capaz de promover um impacto na dindmica populacional dos nucleos
das células T24 em relacao ao grupo nao tratado (Figura 5.8 b-d). Embora 25 pg/mL
de ZnO-CPL néo tenha gerado um impacto populacional acentuado, como 50 pug/mL,
essa concentracao potencializou o aumento de nucleos grandes e regulares (14.6%)
em relacdo ao controle (8.7%) apo6s 24 h (Figura 5.8 c). Por outro lado, 50 pg/mL de
ZnO-CPL promoveu um maior impacto na populacdo nuclear em 24 h, esta
concentracdo induziu o aumento do percentual de nucleos pequenos e regulares
(73.8%) em relacdo ao grupo néo tratado (2.6%) (Figura 5.8 d).

Populacbes de nucleos grandes e regulares (LR) e pequenos e regulares
(SR) séo caracteristicos de células em senescéncia e apoptose, respectivamente
(Nunes et al., 2019; Filippi-Chiela et al., 2012). Os dados da anélise de NMA
sugerem que as concentracdes de 25 e 50 pg/mL foram capazes de induzir as
células T24 a senescéncia e apoptose. Apesar dos nucleos com caracteristicas
normais poderem representar células resistentes (Nunes et al., 2019), ressaltam que
a adicdo do tratamento por ZnO-CPL levou a uma forte reducdo da populacédo de
células que apareceram com morfometria normal (cerca de 74.6% e 14.5%).

Dentro da perspectiva de desenvolvimento racional de biomateriais para
aplicacao biomédica, o produto final ndo deve apenas apresentar alto poder inibitorio
para células tumorais, contudo também propriedades de biocompatibilidade, uma
vez que a alta toxicidade € um dos principais problemas dos quimioterapicos
utilizados na clinica do cancer. Neste estudo apresentamos quatro nanoestruturas
de ZnO com maior toxicidade contra células tumorais e menor toxicidade contra
células saudaveis, entre elas, o conjunto de resultados nos levou a optar pela
nanoestrutura ZnO-CPL com potencial aplicagdo na area oncoldgica para o
tratamento do céancer de bexiga humano. Embora haja a necessidade de mais

estudos para elucidar alguns mecanismos celulares (taxa de internalizacdo, morte
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celular) relacionados a exposi¢cdo a nanoestrutura, os resultados obtidos, mesmo em
carater experimental pré-clinico, potencializam de maneira segura o uso de ZnO-

CPL como ferramenta para o tratamento do cancer de bexiga de grau Il



67

6. CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas deste estudo sao:

- Seis (6) nanoestruturas de ZnO foram sintetizadas usando os métodos
de co-precipitacdo e hidrotérmico produzindo ZnONPs com diferentes morfologias

(bastdes, laminas e flores) e diferentes tamanhos;

- As baixas temperaturas e/ou o uso de NH4OH concentrado na sintese
das nanoestruturas ZnO-CPB e ZnO-CPL levaram a formac&o de um subproduto, o

hidroxi nitrato de zinco, além das ZnONPs (estrutura Wurtzita);

- O uso de amina ou bases fortes na sintese das nanoestruturas ZnO-
CPBH; ZnO-CPBC; ZnO-CPFR e ZnO-HL levou a formagé&o, predominantemente, de

ZnONPs com estrutura Wurtzita;

- A maior atividade antitumoral, sem prejuizo da viabilidade de células

saudaveis, foi obtida pela nanoestrutura: ZnO-CPL;

- Os resultados de potencial zeta sugerem que ZnO-CPB e ZnO-CPBC
atuam como estruturas geradoras de ROS, e transportadoras de ions de zinco, o
que induz o aumento do estresse oxidativo gerado pelas ROS e resulta no aumento

de morte celular;
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- Nas condicdes deste estudo, a nanoestrutura ZnO-CPL mostrou-se com
potencial aplicacdo na &rea oncoldgica para o tratamento do cancer de bexiga

humano.

- Embora haja a necessidade de mais estudos para elucidar alguns
mecanismos celulares como taxa de internalizacdo e morte celular relacionados a
exposicao da nanoestrutura, os resultados obtidos, mesmo em carater experimental
pré-clinico, potencializam de maneira segura 0 uso de ZnO-CPL como ferramenta

para o tratamento do cancer de bexiga de grau lll.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos nesta Dissertacdo, podem-se sugerir estudos
futuros voltados para:

- Otimizar as condicfes de sintese e utilizar tratamento térmico para obtencéo
somente de ZnONPs com estrutura Wurtzita;

- Realizar ensaios biolégicos em relacdo a combinacdo das nanoestruturas e
avaliacao da internalizacdo das ZnONPs, bem como, o estudo da dose-efeito para
avaliar o mecanismo relacionado a morte celular gerada por cada nanoestrutura
avaliada.
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