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RESUMO

ALBAN, LUISA. Desenvolvimento e avaliacdo da atividade antitumoral de
nanotubos de titanatos modificados com quercetina em cancer de bexiga.
Porto Alegre. 2018. Dissertacdo/Tese. Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia
e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

O interesse por nanoestruturas como nanotubos de titanatos (TNTs) tem crescido
notavelmente nos dltimos anos devido a sua biocompatibilidade e viabilidade
econbmica, 0 que 0s tornam promissores para a aplicacdo na area biomédica. A
qguercetina (Qc) tem sido relatada como tendo grande potencial como agente
quimiopreventivo amplamente utilizada no estudo do tratamento de doengas como
cancer de bexiga. Neste sentido, este trabalho pretendeu estudar a incorporacéo de
quercetina em TNTs de sddio (NaTNT) e de zinco (ZnTNT), bem como, realizar a
caracterizacdo das nanoestruturas formadas. Além disso, pretendeu-se conduzir
testes de liberacdo de Qc e atividades bioldgicas e antitumorais em células da
linhagem T24. As nanoestruturas de TNTs foram sintetizadas e caracterizadas por
técnicas de FTIR, MEV-FEG, EDS, MET DRX e TGA. Os resultados mostraram que
as nanoestruturas apresentam estrutura tubular, e a troca de fons Na* por Zn**, bem
como a incorporacao de quercetina na estrutura ndo alteram esta morfologia. Além
disso, a interacdo estabelecida entre o Zn e Qc aumenta a estabilidade térmica das
nanoestruturas. O ensaio de liberacdo mostrou que a entrega maxima de Qc ocorre
apos 24h e apresenca de Zn controla a liberacdo do flavonoide para o meio. Os
ensaios bioldgicos mostraram que as nanoestruturas NaTNTQc e ZnTNTQc
diminuem a viabilidade celular de T24 apés 48h em altas concentracdes. Ainda,
NaTNT, NaTNTQc e ZnTNT reduzem o numero de células da linhagem T24 quando
combinadas com irradiacdo apds 48h mostrando que a combinacdo entre as
nanoestruturas e energia ionizante se apresenta como um objeto de estudo atrativo

no tratamento de cancer de bexiga.

Palavras-Chaves: Nanotubos de titanatos, quercetina, atividade antitumoral, cancer

de bexiga.



18

ABSTRACT

ALBAN, LUISA. Development and evaluation of antitumor activity of titanate-
modified nanotubes with quercetin in bladder cancer. Porto Alegre. 2018.
Master/PhD Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The interest in nanostructures such as titanate nanotubes (TNTs) has grown notably
in recent years due to their biocompatibility and economic viability, which makes
them promising for application in the biomedical field. Quercetin (Qc) has been
reported to have great potential as a chemopreventive agent widely used in the study
of the treatment of diseases such as bladder cancer. Therefore, this work aimed to
study the incorporation of quercetin in sodium TNTs (NaTNT) and zinc (ZnTNT), as
well as characterize the nanostructures formed. In addition, it was intended to
conduct Qc release tests and biological and antitumor activities in T24 lineage cells.
The nanostructures of TNTs were synthesized and characterized by FTIR, MEV-
FEG, EDS, MET DRX and TGA technigues. The results showed that the
nanostructures have a tubular structure and the exchange of Na* ions by Zn*" as
well as the incorporation of quercetin in the structure do not alter this morphology. In
addition, the interaction established between Zn and Qc increases the thermal
stability of nanostructures. The release test showed that the maximum delivery of Qc
occurs after 24h and the presence of Zn controls the release of the flavonoid.
Biological assays have shown that the NaTNTQc and ZnTNTQc nanostructures
decrease the cellular viability of T24 after 48h in high concentrations. Furthermore,
NaTNT, NaTNTQc and ZnTNT reduce the number of T24 lineage cells when
combined with irradiation after 48h showing that the combination of nanostructures

and ionizing energy is an attractive object of study in the treatment of bladder cancer.

Key-words: titanate nanotubes, quercetin, antitumor activity, bladder cancer.
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1. INTRODUCAO

O interesse por materais nanoestruturados diferenciados tem crescido
notavelmente nos ultimos anos devido ao grande potencial de aplicacdo das
mesmas em areas como protecdo ambiental, eficiéncia energética e medicina. A
utilizacao destes materiais para o desenvolvimento de nanocompasitos poliméricos,
sistemas cataliticos, sensores e dispositivos de liberacdo de farmacos, indica o
grande impacto destes materiais nas diversas areas da ciéncia (FARIQ; KHAN;
YASMIN, 2017; HAIDER et al., 2017; HUANG et al., 2017; HUSKIC; ZAGAR, 2017;
SALLEM et al., 2017; ZHU et al., 2015).

Dentro deste contexto, as nanoestruturas de dioxido de titanio (TiO;) tém
propriedades interessantes como: biocompatibilidade, viabilidade economica e
estabilidade quimica e, destacam-se pela capacidade de modificacdo morfologica
da sua superficie (SREE LATHA et al., 2017). Estas propriedades atribuem as
nanoestruturas formadas a partir de TiO, a capacidade de interagirem com
biomoléculas, o que possibilita a aplicacdo na area biomédica, principalmente como

dispositivos para o tratamento de infec¢des e canceres (OLIVEIRA et al., 2017).

Nanotubos de titanatos (TNT) sdo nanoestruturas formadas a partir de
nanoparticulas de TiO, que foram sintetizados pela primeira vez por Kasuga et al.
(1998) pelo método hidrotérmico. TNTs possuem aplicacdo bastante versatil
incluindo alimentos, biomedicina, cosméticos, tintas, fotocatalise, entre outros
(SIPOS et al., 2017). As caracteristicas dos nanotubos de titanatos, como
biocompatibilidade e néo toxicidade os tornam materiais promissores para
aplicacbes na area biomédica como em sistemas de administracdo de moléculas
bioativas (SALLEM et al., 2017) e potencializadores de radioterapias (MIRJOLET et
al., 2014).
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Por outro lado, a quercetina, um flavonoide natural amplamente disponivel na
natureza, tem sido relatada como tendo grande potencial como agente
quimiopreventivo contra uma ampla variedade de canceres (LEI et al., 2018). No
entanto, a baixa hidrossolubilidade e a baixa biodisponibilidade limitam seu uso na
area biomédica (SARKAR et al., 2016). Assim, abordagens alternativas sao
adotadas, como a incorporacgao do flavonoide em diferentes sistemas de distribuicao
(AZZl et al., 2018).

Dispositivos de suporte para a quercetina tém sido amplamente estudados e
materiais como silicas (RAIE et al.,, 2018), nanolipidios (HUANG et al.,, 2017) e
nanoestruturas de TiO, (MOHAN; ANANDAN; RAJENDRAN, 2016) tem sido
utilizados para este fim. Nanotubos de titanatos, devido a sua estrutura, s&o
apropriados para o carregamento de compostos farmacéuticos ativos e, portanto, se
apresentam como fortes candidatos ao suporte de biomoléculas como a quercetina
(SIPOS et al., 2017).

Ainda, estudos sugerem que a quercetina associada a metais como cobre
(BUKHARI et al., 2009; VIMALRAJ et al., 2018), cobalto (BIRJEES BUKHARI et al.,
2008), ferro (JABEEN et al., 2017), magnésio (GHOSH et al., 2017) e zinco
(POPOVA et al., 2016; TRENDAFILOVA et al., 2017) podem formar complexos que,
guando carregados em transportadores adequados, podem estabilizar e melhorar a

eficiéncia do sistema de entrega da biomolécula (POPOVA et al., 2016).

Associado a isto e frente a necessidade de aprimorar a eficacia diminuindo os
efeitos colaterais de radioterapias, o desenvolvimento de novas técnicas para
aprimorar os resultados de tratamentos convencionais de cancer vem rebendo
destaque na &rea biomédica, e a aplicagdo de nanoestruturas vem sendo cada vez
mais debatida e explorada no ambito cientifico (MIRJOLET et al., 2013; PAVON;
OKAMOTO, 2007).

Dentro deste contexto, este trabalho pretende estudar os nanotubos de
titanatos como suporte para a incorporacdo de quercetina. Aléem disso, pretende-se
avaliar a liberagéo de quercetina a partir das matrizes elaboradas e sua viabilidade

celular frente a células Vero e T24 e a citotoxicidade combinada com irradiagao.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de nanoestruturas de

titanatos como suporte do flavonoide quercetina, bem como, a avaliacdo da sua

atividade antitumoral em céncer de bexiga.

2.1. Objetivos Especificos

Sintetizar nanotubos de titanatos sédicos (NaTNT) e modificados com
zinco (ZnTNT);

Preparar nanoestruturas hibridas com nanotubos de titanatos
incorporados com quercetina e (NaTNTQc e ZnTNTQc);

Caracterizar a morfologia e propriedades fisico-quimicas das
nanoestruturas preparadas;

Avaliar o comportamento de liberacdo de quercetina das nanoestruturas
NaTNTQc e ZnTNTQc;

Avaliar a viabilidade celular das nanoestruturas preparadas frente a
células Vero e T24;

Avaliar a citotoxicidade das nanoestruturas combinados com irradiagao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Materiais Nanoestruturados

Materiais nanoestruturados sao formados por materiais de diferentes
naturezas, estruturados em escala nanométrica, 0 que proporciona propriedades
particulares aos mesmos quando comparados a estruturas em dimensdes
micrométricas (OU; LO, 2007). Estruturas em escala nano se aplicam a diversos
tipos de materiais como nanosilicas (SARKAR et al., 2016), lipidios
nanoestruturados (HUANG et al., 2017), nanoparticulas poliméricas (GOMEZ-
GAETE et al., 2007), nanoestruturas a base de carbono (ARRIGO et al., 2016) e de
titnio (JUKAPLI; BAGHERI, 2016; ZHOU et al., 2017), entre outras.

As propriedades obtidas devido a nano escala possibilitam uma ampla gama
de aplicagbes como na area ambiental (HAIDER et al., 2017), energética (RHO et
al., 2018) e da saude (KULKARNI et al., 2015) recebendo destaque na area médica
no estudo do tratamento de canceres como o de mama (SREE LATHA et al., 2017),
glioblastoma (MIRJOLET et al., 2014) e cancer de bexiga (RIEGER et al., 2015).

3.1.1. Nanotubos de titanatos

Nanoparticulas de diéxido de titdnio (TiO,;) sdo nanoestruturas
biocompativeis, economicamente viaveis e quimicamente estaveis. Além disso,
recebem destaque, pois possibilitam projetar nanoestruturas através da modificagdo
e/ou funcionalizacdo das mesmas resultando no desenvolvimento de outros
materiais nanoestruturados, como o0s nanotubos de titanatos (SREE LATHA et al.,
2017).

Nanotubos de titanatos (TNTS) sdo nanoestruturas tubulares, ocas e de

paredes mdultiplas que vem atraido notavel atencdo devido a sua baixa
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citotoxicidade, alta estabilidade quimica, alta biocompatibilidade, alta resisténcia a
corrosdo, além de baixo custo de producdo (SALLEM et al., 2017; SREE LATHA et
al., 2017).

Estas propriedades atribuem aos nanotubos de titanatos a aplicacdo em
diversos campos incluindo fotocatalise (SANDOVAL; HERNANDEZ-VENTURA;
KLIMOVA, 2017), sensores foto eletroquimicos (DAI et al., 2016), troca i6nica (DU;
SUN; LECKIE, 2011), nanofluidos (CHEN et al., 2008), remediacdo ambiental (XU et
al., 2017), energia (FERNANDEZ-WERNER et al., 2017), e aplicacdo na éarea
biomédica (PAN et al., 2015).

Kasuga et al., (1998) foram os primeiros a sintetizar nanotubos de titanatos
pelo método hidrotérmico. Atualmente, este método adaptado é mais utilizado para
a obtencdo destas nanoestruturas devido a simplicidade e ao baixo custo
(ERJAVEC; KAPLAN; PINTAR, 2015). Este método consiste na reacdo entre
nanoparticulas de TiO, e uma solucao concentrada de NaOH a altas temperaturas
(130-140°C). O produto da reacdo, depois de lavado com &gua destilada, sao
nanotubos com elevado teor de sodio (Na;TizO7) ou entdo com solucdes acidas
(0,2mol/L) de HCI ou HNO3, formam nanotubos protonados (H,TizO7;). Ambos os
nanotubos formados sdo de ttanatos, porém com os cations Na' e H’,
respectivamente dos nanotubos soédico e protonado, ocupando posices diferentes

na estrutura.

E interessante destacar que as caracteristicas dos nanotubos formados,
como area superficial especifica, fases cristalinas e morfologia, dependem das
condi¢cbes de sintese e dos tratamentos apés a mesma (OU; LO, 2007). Assim, ao
final da lavagem obtém-se um soélido branco formado por nanotubos com diametro
meédio entre 8 nm e 10 nm (SIPOS et al., 2017), com férmula estrutural Na,.xHxTi307

(0<x<2), sendo x dependente do processo de lavagem.

Um mecanismo para a formacdo da estrutura tubular dos nanotubos foi
proposto por Zhang et al. (2003), no qual a reacdo do TiO, com NaOH produz uma
fase desordenada que recristaliza em camadas formando folhas de titanatos. Os

jons H" da superficie da camada reagem com hidroxilas OH do meio basico
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formando agua. Quando a perda de hidrogénio da superficie excede o valor critico,
a energia de deformacéo se torna tdo grande que a camada superficial se desloca
da camada inferior, liberando folhas que, consequentemente, se enrolam formando

0S nanotubos.

Esta configuragdo possui energia mais baixa do que a forma plana, uma vez
que as ligacdes pendentes da borda, as quais geram tensdes superficiais, sao

eliminadas. Um esquema deste processo de formacao € mostrado na Figura 3.1.

Figura 3.1. Formac&o de TNT a) superficie de H,Ti;O; em contato com ions OH e Na'b) ions

H'carregados por OH’, formando H,O c) perda de H* formando TNTs. Adaptado de Zhang et al.
(2003).

Atualmente, vérios estudos envolvendo nanotubos de titanatos reportam suas
aplicacbes na area biomédica (SALLEM et al., 2017). Isto se deve ao fato de que,
além de apresentarem propriedades excelentes para a aplicacdo neste segmento,
como biocompatibilidade (SRUTHI et al., 2018), pode ser usado como um vetor de
moléculas e biomoléculas (SALLEM et al.,, 2017; SIPOS et al.,, 2017) e no
tratamento de doengcas complexas como canceres (MIRJOLET et al., 2014; SREE
LATHA et al., 2017).

Sruthi et al. (2018) conduziram trabalhos em relacéo a biocompatibilidade dos
nanotubos de titanatos. Os autores sintetizaram TNTs e procederam com a
funcionalizacdo dos mesmos com (3-aminopropil) trietoxissilano (APTES) e suas
interacdes e biocompatibilidade foram estudadas in vitro utilizando células BV-2

microgliais murinas. As analises do ciclo celular e avaliacdo morfoldgica indicaram
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que as nanoestruturas TNTsS-APTES ndo promoveram proliferagcdo microglial em
células BV-2. Além disso, os TNTs-APTES exibiram boa biocompatibilidade,
conforme revelado pela integridade da membrana plasmatica, integridade da
membrana lisossémica, morfologia e ensaio de viabilidade celular (MTT). Assim, o
autor destaca que o0s nanotubos de titanato sdo agentes promissores para

aplicacbes biomédicas.

Sipos et al. (2017) utilizaram nanotubos de titanatos produzidos por método
hidrotérmico como dispositivos para o carregamento de farmacos como diclofenaco
de sddio, atenolol e hidroclorotiazida. Além disso, estudaram a interacdo entre as
nanoestruturas e as moléculas incorporadas. Os resultados obtidos pelo grupo
demostraram que os nanotubos de titanatos sdo capazes de suportar biomoléculas
e manter sua bioatividade apds o carregamento, 0s quais interagem principalmente

por ligacdes eletrostaticas como pontes de hidrogénio.

Uma imagem de MET dos nanotubos de titanatos obtidos pelo grupo é
mostrada na Figura 3.2a, revelando estrutura tubular, diametro médio de 7,01 nm e
comprimento, que € altamente influenciado pelos parametros da sintese
hidrotérmica, de 164,25 nm. Além disso, os autores obtiveram uma imagem de MEV
(Figura 3.2b), a qual mostra que os TNTs tém uma tendéncia a se agregarem,

fendbmeno que, segundo o grupo, € comum nos nanomateriais.

Figura 3.2. Imagens para nanotubos de titanatos obtida por Sipos et al. (2017) por a) MET b) MEV.
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Trabalhos como o conduzido por Sallem et al. (2017) também verificaram a
utilizacdo de nanotubos de titanatos hidrotermicamente produzidos para o
carregamento de biomoléculas. Além disso, estudaram o efeito do revestimento dos
TNTs com quitosana. O grupo mostrou que o revestimento dos TNTs com quitosana
pode ser conduzido por diferentes abordagens, por ligacbes covalentes utilizando-se
moléculas intermediarias, ou por interacdes eletrostaticas entre a quitosana e 0s
nanotubos. As moléculas intermediarias utilizadas pelo grupo para a funcionalizacéo
dos nanotubos foram aminopropiltrietoxisilano (APTES) e glutaraldeido (Glu).
Segundo os autores, ambos o0s meétodos produzem dispositivos nao toxicos
apropriados para o carregamento e entrega de moléculas aplicadas a éarea

biomédica.

O grupo realizou imagens de MET para os nanotubos de titanatos puros
(Figura 3.3a), nanotubos de titanatos funcionalizados com APTES e Glu revestidos

com quitosana (Figura 3.3b) e nanotubos de titanatos revestidos com quitosana sem

funcionalizag&o (Figura 3.3c).

Figura 3.3. Imagens de MET obtida por Sallem et al. (2017) para a) TNTs b) TNTs funcionalizados
com APTES e Glu e revestidos com quitosana c) TNTs revestidos com quitosana.

As imagens revelaram que os nanotubos apresentam didmetros médios de
10nm, e que houve a conservacdao da nanoestrutura dos TNTs mesmo apoés a

interacdo com quitosana realizado pelas duas abordagens estudadas.
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3.1.2. Nanotubos de titanatos no tratamento de canceres

Mirjolet et al. (2013) verificaram a utilizacdo de nanotubos de titanatos como
potencializadores de ionizagcdo em radioterapias para tratamento de glioblastoma.
Os autores sintetizaram nanotubos de titanatos pelo método hidrotérmico e testaram
0S mesmos como dispositivos de aumento do efeito ionizante em radioterapias.
Duas linhagens celulares de glioblastoma foram testadas (SNB-19 and U87MG). A
citotoxicidade foi analisada por MTT (Figura 3.4a e Figura 3.4b) e a
radiossensibilizacdo pela analise de fracdo celular sobrevivente (Figura 3.4c e

Figura 3.4d).
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Figura 3.4. Resultados obtidos por Mirjolet et al. (2013) para a viabilidade celular das linhagens SBN-
19 (a) e UB7MG (b) apbs 72h a uma concentracdo crescente de TNTSs, e o efeito da irradiacdo em
céulas SBN-19 (c) e US7MG (d) 24 h pos-irradiagdo apds 10 dias.

Os resultados de MTT mostraram que 0s nanotubos produzidos por método
hidrotérmico sdo atoxicos e inibidores de proliferacdo de células cancerosas quando
combinados com irradiacdo, o que fica evidenciado pela reducdo do numero de
colonias das linhagens celulares incubadas com TNTs que foram expostas a energia
ionizante, indicando que 0s mesmos possuem potencial aplicagcado no tratamento de

canceres.
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Latha et al. (2017) também estudaram a atividade anticancerigena de
nanotubos de titanatos, através de testes in vitro e in vivo. O grupo observou que 0s
nanotubos de titanatos inibiram significativamente a proliferacdo e formacdo de
colonias de células de cancer de mama, se mostrando como uma alternativa viavel

ao tratamento contra este cancer.

Mirjolet et al., (2017) sintetizaram nanotubos de titanatos carregados com
Docetaxel (DTX) a fim de aumentar a eficacia em radioterapias no tratamento de
cancer de prostata. Os TNTs-DTX foram utilizados como dispositivos de
carregamento e liberacdo de DTX a fim de manter a droga dentro das células
cancerigenas, aumentando as concentracdes intracelulares da mesma nas células
tumorais. Andlises in vitro e in vivo mostraram que o0 crescimento do tumor foi
significativamente retardado pelas nanoestruturas TNTs-DRX associado com
radioterapia em comparagdo com o DTX livre nas mesmas condi¢coes. Esses
resultados sugerem que nanotubos de titanatos sdo capazes de melhorar a eficacia

de radioterapias pelo controle local de farmacos no tratamento de canceres.

3.2. Flavonoides

Flavonoides sdo metabolitos polifendlicos secundarios que ocorrem
comumente em fungos e plantas (RAFFA et al.,, 2017). Eles possuem varias
atividades biolégicas/farmacoldgicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antialérgicas e antivirais (SOUNDARYA et al., 2017). Os flavonoides
possuem uma estrutura basica (Figura 3.5) polifendlica, na qual ocorre a
substituicdo dos anéis de benzeno (A e B) para a formacéo de flavondis, flavonas,
catequinas, flavanonas, entre outros (BIRJEES BUKHARI et al., 2008).

10 3

Figura 3.5. Estrutura béasica de um flavonoide.
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Mais de 4000 flavonoides diferentes que ocorrem naturalmente foram
relatados na literatura, sendo estes uma fonte Gtil de moléculas bioativas (BIRJEES
BUKHARI et al.,, 2008; RAFFA et al., 2017). Entre os diversos flavonoides
encontrados, a quercetina tem recebido destaque devido a suas propriedades
biolégicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antivirais e
antibacterianos (LEE et al., 2016).

3.2.1. Quercetina

Quercetina (3,4',5',5,7-pentahidroxiflavona, C;5H1007) € um flavonoide natural
abundante e facilmente extraido de frutas e legumes (LESJAK et al., 2018; LIU et
al.,, 2017). A quercetina é amplamente reconhecida por apresentar atividade
antioxidante (LEE et al., 2016) e outras propriedades interessantes como
biocompatibilidade (ALUANI et al., 2017), atividade anti-inflamatéria (LESJAK et al.,
2018), antivirais (LEE et al., 2016) e atividade anticancerigena (LIU et al., 2017,
SARKAR et al.,, 2016). A estrutura da quercetina € formada por trés anéis

aromaticos (A, B e C), cinco grupos hidroxilas e um grupo carbonila (Figura 3.6).

Figura 3.6. Estrutura da Quercetina.

Diversos trabalhos tem evidenciado o potencial terapéutico da quercetina na
prevencdo e tratamento de diferentes doencas crbnicas, incluindo doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, bem como o cancer (LESJAK et al., 2018).
A quercetina tem se mostrado como um agente quimiopreventivo potente contra

uma ampla variedade de canceres, como cancer de pulmdo, mama, prostata e célon
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(LEI et al., 2018). Os mecanismos que podem estar associados aos efeitos
antitumorais da quercetina incluem a inducao da quebra do ciclo celular e promocéo
da apoptose celular pelo flavonoide (LIU et al., 2017; RAFFA et al., 2017).

Liu et al. (2017) estudaram o efeito da quercetina na proliferacdo e migracao
de células de glioblastoma humano, no qual o flavonoide inibiu a reproducdo das
células cancerosas apos um tratamento de 24 horas. O estudo mostrou que o

flavonoide é capaz de induzir a fragmentacdo do DNA bem como a apoptose celular.

Ainda, estudos indicam que a quercetina pode apresentar efeitos sinérgicos
guando combinada com agentes quimioterapéuticos (BRITO et al., 2015). Lei et al.
(2018) investigaram o efeito terapéutico da quercetina como potencializadora do
farmaco Irinotecano, em células de cancer gastrico. Irinotecano € um componente
derivado do alcaloide camptotecina, extraido de vegetais, com baixa toxicidade e
atividade biolégica (Figura 3.7). Estudos in vitro e in vivo revelaram que a
combinacdo de quercetina e uma baixa dose de Irinotecano apresenta efeitos de
inibicdo de crescimento de células tumorais e melhoria da apoptose celular

comparaveis a altas doses de Irinotecano.
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Figura 3.7. Estrutura do Irinotecano.

Ma et al., (2006) investigaram a influéncia da quercetina na inibicdo do
crescimento e formacédo de colonias de trés células de cancer de bexiga (EJ, J82 e
T24). As células foram tratadas com concentracdes crescentes de quercetina (12,5,
25, 50, 75 e 100 uM) por 24h e 48h e a sobrevivéncia celular foi medida pelo ensaio
de MTT (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Resultado de MTT obtido por Ma et al. (2006) mostrando o efeito inibitério da quercetina na
proliferacédo de células cancerigenas EJ, T24 e J82 apds 24h e 48h.

A Figura 3.8 mostra que a quercetina inibe a proliferacéo de células EJ, T24 e
J82 de maneira dependente do tempo e da dose, sendo esta reducdo mais

significativa em maiores concentracfes do flavonoide.

Rockenbach et al. (2013) também mostraram o efeito da quercetina na
proliferacdo de células da linhagem T24. As células foram tratadas com
concentracfes crescentes de quercetina (10, 20, 30 2 40 uM) por 24, 48 e 72h e a
sobrevivéncia celular foi medida por MTT (Figura 3.9).

120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 -
Controle 10 30 50 100
Quercetina (uM)

24h »

% de células controle

Figura 3.9. Resultado de MTT obtido por Rockenbach et al. (2013) mostrando o efeito inibitério da

guercetina na proliferacéo de células T24 apoés 24, 48 e 72h.

A Figura 3.9 mostra que com 30 pyM de quercetina, o efeito inibitério na

proliferacdo de células T24 é observado em 48 e 72 horas de tratamento. Porém,
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qguando as células séo tratadas com concentracées maiores (50 e 100 uM), o efeito
inibitério € observado em todos os tempos de tratamento. Assim, o estudo
conduzido pelos autores mostrou que a quercetina possui efeito antiproliferativo em
céulas T24, destacando o uso potencial da quercetina no tratamento do cancer de

bexiga.

Apesar das boas propriedades bioldgicas, o uso da quercetina na area
biomédica €, muitas vezes, dificultado devido sua baixa solubilidade em agua, alta
instabilidade em meio neutro e alcalino (POPOVA et al, 2016) e baixa
biodisponibilidade (SARKAR et al., 2016). Assim, a fim de diminuir estas dificuldades
e aumentar a eficacia do flavonoide, abordagens alternativas sdo adotadas, como a
incorporagdo da quercetina em diferentes sistemas de distribuicdo, incluindo
lipossomas (AZZI et al., 2018), lipidios nanoestruturados (HUANG et al., 2017; SUN
et al., 2014), nanoparticulas (POPOVA et al., 2016; SARKAR et al.,, 2016) e
complexos de ions metalicos (TRENDAFILOVA et al., 2017).

3.2.1.1. Nanoestruturas carregadas com quercetina

Estudos recentes vém sendo conduzidos em relacdo a interacdo de
biomoléculas como quercetina e nanoestruturas (LEE et al., 2016; MOHAN;
ANANDAN; RAJENDRAN, 2016; SAPINO et al., 2015; SARKAR et al., 2016).
Nanomateriais hibridos que combinam componentes inorganicos, organicos ou
bioativos em um Unico material sdo amplamente aplicaveis a area biologica
(OLIVEIRA et al., 2017) principalmente como dispositivos de liberacdo de farmacos
para o organismo (MOHAN; ANANDAN; RAJENDRAN, 2016; PAN et al., 2015;
SARKAR et al., 2016; ZHOU et al., 2017).

Sapino et al. (2015) estudaram o carregamento de quercetina em
nanoparticulas de silica mesoporosas (MSN) funcionalizadas com aminopropil na
razdo de 1:1 (NH,-MSN_1/1), além da liberac&o do flavonoide a partir das estruturas
carregadas com o0 mesmo (Qc/NH,-MSN_1/1). A caracterizacdo das nanoestruturas
por FTIR é apresentada na Figura 3.10.
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Figura 3.10. Resultados de FTIR obtidos por Sapino et al. (2005) para Qc, NH,-MSN e Qc/NH,-MSN.

Os resultados encontrados pelo autor mostram que a quercetina apresenta
sinais correspondentes aos grupos OH da estrutura em 3592, 3522 e 3322 cm™.
Bandas na faixa de 3095 cm™ correspondem a ligacdes CH e na faixa de 1660 cm™
correspondem a ligagbes C=0. As bandas encontradas na faixa de 1600 cm™t e
1400 cm™ sdo correspondentes as ligacdes C=C de anéis aromaticos presentes na
estrutura do flavonoide, e de 1400 a 1300 cm™ as vibragbes envolvidas séo

derivadas da combinacgéo vC-O/30-H.

Os principais modos de vibracdo dos grupos da superficie de silica sao
correspondentes aos grupos silandis (3745 cm'l) e aminopropilas (entre 3400 cmte
3200"). Segundo o autor, as mudancas na posicdo dos modos de vibracdo da
quercetina (vC=0, vC=0 aromatico, combinacéo vC-0O/50-H) indicam interacdes de
ligacdo de hidrogénio entre os grupos da superficie de silica e a carbonila de
qguercetina, mostrando que o flavonoide foi incorporado a silica mesoporosa na
estrutura Qc/NH,-MSN.

A andlise de TGA foi empregada para estimar a quantidade de grupos
funcionais (aminopropil) e a carga final de quercetina nos complexos. O resultado da
analise € mostrado na Figura 3.11a. Sapino et al. (2015) também conduziram testes
de difusdo da quercetina livre e quercetina incorporada na silica funcionalizada
através de uma membrana de celulose, em dois diferentes meios (Meio 1 e Meio 2)

com mesmo pH (pH 5), porém com polaridades diferentes. O Meio 1 trata-se de
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uma solucéo etanol/tampéo (20/80 v/v, pH 5.0) e o Meio 2 € uma emulséo 6leo/agua
preparada pelo autor a partir de compostos lipidicos e glicerol (pH 5.0). A fase de
recepcado foi uma solucdo etanol/tampao (20/80 v/v, pH 5.0). Em tempos fixos,
aliquotas foram recolhidas e substituidas por um mesmo volume de solucéo fresca,
e as aliquotas retiradas foram avaliadas em HPLC. Os resultados do teste de

difuséo sado mostrados na Figura 3.11b.
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Figura 3.11. Resultados obtidos por Sapino et al. (2005) para a) TGA b) Ensaio de difusao.

Através dos termogramas do complexo Qc/NH,-MSN e das amostras NH.-
MSN, por comparacédo entre as perdas de massa dos trés tipos de materiais, 0 autor
estimou a porcentagem em massa dos grupos funcionais incorporados (10,2%) e a

inclusdo em massa das moléculas de quercetina (9,2%).

Os resultados de difusédo de quercetina mostraram que, independente do
meio liberado, a taxa de difusdo da quercetina pura € muito superior a mesma
guando incorporada a matriz de silica, confirmando que ocorre certa interacao entre
a quercetina e a silica. Além disso, tanto a quercetina livre quanto complexada com
NH,-MSN difundiu-se mais lentamente no meio 2, indicando que a polaridade do
sistema pode influenciar sua liberacdo. Assim, pode-se dizer que a difusdo da
quercetina € influenciada tanto pelo sistema de dispersao quanto pela matriz na qual

esta carregada.

Testes biolégicos como andlise de citotoxicidade, mostraram que as

nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com Qc sdo dispositivos
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promissores para o fornecimento de flavonoides como agentes quimiopreventivos
em oOrgdos e células devido a boa biocompatibilidade e aumento da atividade

antiproliferativa.

Sarkar et al. (2016) também estudaram a liberacdo de quercetina carregada
em nanoparticulas de silica mesoporosas (MSN), funcionalizadas com &cido félico
(FA) para aplicacdo como uma droga terapéutica eficaz contra células de cancer de
mama. A fim de verificar a funcionalizagdo com &cido félico e incorporacdo de
guercetina nas nanoparticulas de silica, o grupo utilizou a técnica de FTIR, e obteve

0s espectros como mostrado na Figura 3.12.
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Figura 3.12. Espectros da Quercetina (Qc), nanopatrticulas de silica mesoporosas (MSN),

nanoparticulas de silica mesoporosas com quercetina (QMSN) obtidos por Sarkar et al. (2016).

Os espectros de FTIR encontrados pelos autores mostram que a banda
caracteristica do acido félico em 1695 cm™, se encontra deslocada no espectro de
MSN-FA-Qc devido a ligagdo da silica com o mesmo, confirmando a
funcionalizagdo. Ainda, as bandas caracteristicas da quercetina de 1400 cm™t a
1600 cm™, referente a ligacdes C=C dos anéis aromaticos, e a banda caracteristica
na faixa de 3017 e 3224 cm™ referente a ligagdo O-H dos grupos hidroxilas, também
séo visiveis no espectro de MSN-Qc, confirmando o carregamento do flavoinoide na
matriz. Além disso, o grupo realizou o estudo de liberacdo in vitro da quercetina a
partir das nanoparticulas de silica mesoporosas funcionalizadas com &cido félico em

trés diferentes pHs. Os perfis de liberagdo obtidos sdo mostrados na Figura 3.13.
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Figura 3.13. Perfis de liberacdo de quercetina a partir de nanoparticulas de silica mesoporosas
funcionalizadas com acido félico em diferentes pHs obtidos por Sarkar et al. (2016).

As curvas de cinética de liberacdo da quercetina encontradas por Sarkar et al.
(2016) indicam que as nanoparticulas de silica mesoporosas garantem uma entrega
direcionada de quercetina com maior biodisponibilidade para o meio. Além disso, o
comportamento de liberacdo de droga € dependente do pH do meio no qual a
mesma esta sendo liberada, sendo que esta ocorre de forma mais lenta em

solugdes mais basicas do que em solu¢des mais acidas.

Ainda, os resultados dos testes biolégicos mostraram que as nanoestruturas
MSN-FA-Qc facilitam uma maior captacdo celular permitindo maior
biodisponibilidade do flavonoide para as células cancerigenas. Além disso, as
nanoestruturas MSN-FA-Q provocam parada do ciclo celular e apoptose das
mesmas confirmando a eficacia do sistema contra células de céncer de mama
(SARKAR et al., 2016).

Trabalhos como o conduzido por Lee et al. (2016) investigaram os efeitos do
carregamento da molécula de quercetina em nanoparticulas de silica e o efeito
antioxidante e anti-inflamatério das mesmas. As nanoparticulas mostraram
viabilidade celular comparavel aos controles, além da reducado significativa de
células tumorais. Adicionalmente, as atividades antioxidantes e antiinflamatérias da
guercetina foram mantidas mesmo ap6s o carregamento da molécula, mostrando
que dispositivos como a nanosilica podem ser usados para a incorporacdo de

componentes naturais biologicamente ativos (LEE et al., 2016).
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Materiais nanoestruturados como nanoparticulas a base de titanio vem sendo
amplamente utilizados para a administracdo de farmacos, pois sdo facilmente
carregados com moléculas bioativas (OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, possuem
vasta aplicacdo na area biomédica devido a propriedades como biocompatibilidade,
estabilidade, possibilidade de modificacdo da superficie e viabilidade econdmica
(SREE LATHA et al., 2017).

Zhang et al. (2016) produziram nanotubos de didxido de titanio a partir do
meétodo de oxidacdo anddica eletroguimica, que consiste em um processo capaz de
formar uma camada de Oxido sobre a superficie de um metal, permitindo o

crescimento de nanotubos de TiO; altamente organizados.

Moléculas do flavonoide icarina, com estrutura quimica como mostrada na
Figura 3.14, foram carregados no nanotubos de TiO, por adsorcdo fisica e a
estrutura foi revestida com camadas de quitosana, a fim de controlar a liberacdo do
flavonoide. Testes bioldgicos e ensaios de liberacdo in vitro foram conduzidos

visando-se avaliar a eficiéncia das nanoestruturas nos tratamentos propostos.

“uOH
oH

Figura 3.14. Estrutura da Icarina.

Testes biolégicos demostraram que as nanoestruturas produzidas exibiram
excelentes propriedades, promovendo a proliferacdo osteoblastica e regulando
positivamente a expressao de genes relacionados ao 0sso. Os testes in vitro
revelaram que a molécula de icarina foi liberada com sucesso a partir de matrizes de
TiO, nanoestruturados. Ainda, a adicdo de um revestimento multicamadas
produzido pela adicdo de quitosana pode prolongar o tempo de liberacdo do

flavonoide no meio estudado.
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Mohan et al. (2016) conduziram estudos semelhantes aos de Zhang et al.
(2016) no qual quercetina, incorporada em nanotubos de TiO, produzidos por
oxidacao eletroquimica e revestidos com diferentes teores de quitosana, foi liberada
de forma controlada, a fim de investigar sua aplicacdo no tratamento de infecgdes

poOs-operatorias e osseointegracao de implantes.

No trabalho de Mohan et al (2016), foram preparadas amostras de nanotubos
de TiO, com quercetina revestidos com 3 diferentes teores de quitosana (0,5, 1 e
2%). Em seguida conduziu-se a liberacdo do farmaco a partir da imersdo das
amostras em 30 mL de solucéo salina tamponada com pH neutro. A quantidade de
guercetina liberada foi medida usando a técnica de espectroscopia ultravioleta-
visivel (UV-vis). Os perfis de liberagdo do farmaco foram plotados com porcentagem
de liberacdo vs. tempo para cada conjunto experimental, como mostrado na Figura
3.15.
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Figura 3.15. Perfis de liberacdo de quercetina a partir de nanotubos de TiO2 recobertos por diferentes

teores de quitosana obtidos por Mohan et al. (2016).

Os resultados obtidos por Mohan et al. (2016) para os ensaios de liberacdo
revelam que quercetina pode ser liberada com sucesso de nanoparticulas de TiO».
Além disso, a concentracdo local da droga pode ser controlada a medida que se
ajusta a espessura da camada de quitosana que recobre os nanotubos contendo
quercetina, o que favorece o ajuste da janela terapéutica ideal para o tratamento de

infeccdes pos-operatdrias, e melhor osseointegracdo de implantes de titanio.
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Trabalhos conduzidos recentemente sugerem que esta interacdo entre
nanotubos de TiO, e quercetina podem ocorrer por métodos fisicos, como
interacOes hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas, ou por
métodos quimicos, como por ligagdo covalente com a formacgéo de ligacdes éter,
amida e tioéter. A facilidade da quercetina de interagir com outras moléculas se

deve principalmente as hidroxilas no flavonoide (RAIE et al., 2018).
3.2.1.2. Complexacgao de quercetina e metais

Em relacdo a interacdo da quercetina com metais, estudos ja foram
conduzidos entre o flavonoide e metais como cobre (BUKHARI et al.,, 2009;
VIMALRAJ et al., 2018), cobalto (BIRJEES BUKHARI et al., 2008), ferro (JABEEN et
al., 2017), magnésio (GHOSH et al., 2017) e zinco (POPOVA et al.,, 2016;
TRENDAFILOVA et al., 2017).

Devido aos grupos hidroxilas e carbonila presentes na quercetina, esta possui
facilidade na formacéo de complexos com metais (RAVICHANDRAN; RAJENDRAN;
DEVAPIRIAM, 2014). Esta interacdo influencia as atividades biolégicas da
biomolécula (BUKHARI et al., 2009) e a estabilidade da mesma quando carregada a
matrizes diversas (POPOVA et al., 2016; TRENDAFILOVA et al., 2017).

Autores como Bukhari et al. (2009) e Vimalraj et al. (2018) investigaram a
influéncia da complexacdo de quercetina com cobre. Ambos os autores mostram
gue o complexo Cu-Qc apresenta maior atividade antioxidante em comparacao com
a quercetina pura. Esta influéncia se da, pois, propriedades como atividade
antioxidante, dependem do numero e posi¢cdes dos grupos OH na estrutura dos

flavonoides, grupos que interagem com metais como cobre.

Bukhari et al. (2009) citou o0 mecanismo proposto por Bravo et al. (2001) para
demostrar a possivel interacdo que ocorre entre o cobre e quercetina das
nanoestruturas produzidas, onde ions metalicos removem os hidrogénios das
hidroxilas presentes nas posi¢des 3' ou 4' do anel fendlico B da quercetina em meio

aguoso, como mostrado no esquema da Figura 3.16.
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Figura 3.16. Desprotonacéo de hidroxilas 3' ou 4' por complexacao da quercetina. Adaptado de
Bukhari et al. (2009).

Kalinowska et al. (2016) investigaram a complexagcdo de quercetina com 0
metal zinco. A partir de andlises térmicas e elementares de complexos de Zn-Qc, 0s
autores sugerem que a coordenacdo do metal envolveu principalmente os grupos
3’,4’-hidroxila presentes no grupamento catecol da quercetina. As estruturas

propostas sdo mostradas na Figura 3.17.
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Figura 3.17. Estruturas quimicas propostas por Kalinowska et al. (2016) para a complexagédo Zn-Qc.

A interacdo de metais com a quercetina também pode ocorrer entre o metal e
a carbonila presente no flavonoide, como proposto por Vimalraj et al. (2018) para a
interacdo entre cobre e quercetina e por Jun et al. (2007) para a interacdo entre

zinco e quercetina, mostrado na Figura 3.18.
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Figura 3.18. Estruturas quimicas propostas por (a) Vimalraj et al. (2018) para a complexacdo Cu-Qc e
por (b) Jun et al. (2007) e para a complexac¢do Zn-Qc.

Vimalraj et al. (2018) elaboraram o complexo Cu-Qc pela mistura a
temperatura ambiente de quercetina e sal de cobre em metanol. A estrutura quimica
sugerida pelo grupo para o complexo formado envolve a interacdo do metal com a
carbonila do anel C do flavonoide. Os autores Jun et al. (2007) também propuseram
o envolvimento da carbonila do flavonoide no complexo Zn-Qc, no qual cada

molécula de metal interage com duas moléculas de quercetina.

Trendafilova et al. (2017) estudaram o efeito da incorporacdo de diferentes
teores de Zn (2 e 4% em peso) em silica mesoporosa do tipo SBA-15 e o
carregamento destas silicas com quercetina anidra (Qc). Os materiais foram
caracterizados por analise termogravimétrica (TGA) e espectroscopia no
infravermelho (FTIR). Além disso, foi realizado um ensaio de liberagdo in vitro de

quercetina em solugcdo com pH 5,5.

Para a funcionalizagédo da silica com o metal, acetato de zinco, (20,14 mg e
40,28 mg para 2 ou 4% em peso de zinco, respectivamente) foi dissolvido em 1 mL
de etanol (99,9%) e, a esta mistura adicionou-se a 300 mg de suporte mesoporoso
SBA-15 a temperatura ambiente. Apds, as amostras foram calcinadas em 500 °C
por 3 h. A incorporacdo da quercetina na silica ocorreu por meio da adi¢cao da silica
SBA-15 e quercetina na proporcdo de 1:1 em 1 mL de etanol e posterior agitacédo
até a evaporacao total do solvente. Em seguida, as nanoestruturas obtidas foram

lavadas 3 vezes com 5 mL de 4gua destilada e secas a 40 °C.
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A andlise de FTIR foi realizada a fim de se estudar a interacdo entre a
molécula de quercetina, Zn e silica mesoporosa, obtendo-se 0s espectros

mostrados, na Figura 3.19.
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Figura 3.19. Resultado de FTIR obtido por Trendafilova et al. (2017).

Os resultados obtidos por FTIR indicam que a quercetina apresenta bandas
caracteristicas de vibracdes de estiramento de carbonila aril-cetdnica (C=0 a 1670
cm™) e de vibragdes C=C de anel aromatico (1610-1432 cm™). A banda em 1350
cm™ pertence a vibragdo de dobramento dos fendis (provavelmente referentes aos
atomos de carbono C3 e C4), a banda em torno de 1310 cm™ pode ser atribuida a

vibracdo de aromaticos e estiramentos C-O aparecem em 1288 cm .

Os resultados de FTIR para as amostra SBA-15 modificada com zinco e
guercetina revelam que a adicdo de diferentes teores do metal impacta de formas
diferentes os espectros das estruturas formadas. Para ambos os teores de metal, as
intensidades das bandas em 1430 cm™' relacionada a deformacdo C-H do anel A

aromatico e 1288 cm™, relacionada a vibracéo de C-O diminuem.

A estrutura com 4% de zinco apresenta mudancas ainda mais nitidas. Para

esta estrutura € possivel observar que a banda a 1456 cm™, relacionada a
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vibracbes C=C aromaticas, € dividida nas bandas 1462 e 1448 cm™. A principal
mudancga, no entanto, € o desaparecimento da banda larga e média intensidade

pertencente a flexdo dos OH de fendis em 1350 cm™.

A partir das mudancas espetrais observadas, os autores sugere que para a
silica SBA-15ZnQc modificada com Qc e 2% de metal, como o anel C é fixo,
provavelmente a molécula de quercetina sofre alteracdo no anel B, havendo uma
rotacdo do mesmo ao longo da ligacdo C-C. Sendo que a interacdo dominante
entre Zn e quercetina ocorre através dos grupos OH do anel. Em contraste, para a
silica SBA-15ZnQc modificada com 4% do metal a formacdo do complexo Zn-Qc

envolvem o grupo C=0 ou os grupos OH do aneis C ou A, respectivamente.

Os resultados das analises termogravimétricas e do ensaio de liberacdo in

vitro de quercetina sdo mostrados, repectivamente, nas Figura 3.20a e Figura 3.20b.
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Figura 3.20. Resultados obtidos por Trendafilova et al. (2017) para a silica SBA-15 carregada com

guercetina, e com diferentes teores de zinco e quercetina a) TGA b) liberacé&o in vitro.

Através dos resultados de TGA, o autor estimou o percentual de
guercetina impregnada nas nanoestruturas de silica modificadas com Zn, obtendo
0S seguintes valores: 41,6% para SBA-15Qc; 43,7% para SBA-15Zn2Qc e 45.5% for
SBA-15Zn4Qc, indicando que a adicdo de zinco influencia ligeiramente o
carregamento de quercetina. Além disso, pela analise de TGA, foi possivel observar

qgue a presenca do metal aumentou a estabilidade térmica da estrutura estudada.
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Os ensaios in vitro a pH = 5,5 mostraram uma liberacdo mais lenta de
quercetina a partir de amostras de SBA-15Qc modificadas com Zn em comparacao
com a amostra sem o metal. A liberacdo do flavonoide acontece quase totalmente
nos primeiros minutos, sendo quase 60% liberado nos primeiros 30 minutos. Em
contraste, as amostras modificadas com Zn mostraram uma liberacdo mais lenta de
quercetina, 0 que é mais proeminente para a amostra SBA-15Zn4Qc. No entanto, a
liberacdo completa de quercetina foi observada dentro de 4 horas para todas as
amostras. Estas diferencas nos perfis de liberagdo de amostras modificadas com Zn
podem ser atribuidas a formacdo de complexos Zn-Qc, que sdo temporariamente

imobilizados na estrutura de silica.

Adicionalmente, testes biol6égicos mostraram que a quercetina carregada em
veiculos de silica modificados com Zn tem potencial antineoplastico contra células
cancerigenas HUT-29 (modelo de célula de linfoma cutaneo) superior em
comparacao com a acao do farmaco livre, ao mesmo passo que nao afetou células
HEK-293 (células epiteliais ndo-cancerigenas). Assim, as particulas de silica SBA-
15 modificadas com Zn sao dispositivos promissores para a liberacdo da quercetina

para o tratamento de canceres.

Popova et al. (2016) também investigaram o comportamento de silicas
dopadas com quercetina (SBA-16/Qc e MCM-41/Qc) frente a incorporacao de metal
zinco através de analise de degradacao térmica. As curvas de TG obtidas pelos

autores para as zedlitas SBA-16 e MCM-41 séo apresentadas na Figura 3.21.
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Figura 3.21. Curvas de TG apresentadas por Popova et al. (2016) para silicas SBA-16 e MCM-41,

com e sem zinco.

As curvas de degradacdo obtidas por Popova et al. (2016) evidenciam que
ambas as silicas dopadas com quercetina sdo mais estaveis do que as mesmas
estruturas com o flavonoide e sem o metal. Popova et al. (2016) sugeriu que a
interacdo entre quercetina e Zn forma um complexo que, carregado em um
transportador apropriado, pode estabilizar e melhorar a eficiéncia do sistema de

entrega da biomolécula a partir de matrizes como silica.

Apesar do extenso numero de trabalhos que reportam a utilizacdo de
nanotubos de TiO, na area biomédica, nenhum estudo encontrado até o momento
relata o emprego de nanotubos de titanatos modificados com zinco e carregados

com quercetina.

3.3. Cancer de Bexiga

O cancer de bexiga € a segunda malignidade mais comum do trato
geniturinario (ROCKENBACH et al., 2013) e de acordo com as estatisticas da OMS
€ 0 quinto tumor maligno mais comum diagnosticado no Ocidente (ANTONI et al.,
2017; COSTANTINI; MILLARD, 2011). O principal fator de risco associado a este
cancer é o tabaco, porém outros fatores como idade, exposicdo ocupacional e

hébitos podem ser responséaveis pela doenca (ROCKENBACH et al., 2013).
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No Brasil, o nUmero de casos desta neoplasia vem aumentando nos ultimos
anos: subiu de 6.750 casos em 2014 para 9.670 casos em 2016 (INCA, 2016,
2014). Estimam-se 9.480 novos casos de cancer de bexiga para o Brasil em 2018,
sendo 2.790 casos em mulheres e 6.990 casos em homens (INCA, 2017) (Figura
3.22).

Mulheres
B 222-368

| 76291 ‘ 410-7381

141175 i 2,68 ~-409
069-140 ’

Figura 3.22. Taxas brutas de incidéncia de cancer de bexiga por 100 mil habitantes estimada para o
ano de 2018 na populacéo brasileira. Adaptado de INCA, (2017).
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Quando diagnosticado precocemente, a maioria dos casos corresponde ao
carcinoma ndo-musculo invasivo de bexiga (CNMIB) (que ndo invade a musculatura
propria da bexiga), geralmente associado a bom prognéstico se tratado com
resseccdo transuretral e com antibioticoterapia intravesical adjuvante (BCG)
(ROCKENBACH et al.,, 2013). No entanto, CNMIBs quando invadem a lamina
prépria, passam a ser classificadas como carcinoma musculo-invasivo de bexiga
(CMIB), correspondendo a 21-50% dos casos (VAN DE PUTTE et al., 2018). Neste
estagio a doenca é potencilamente letal quando néo tratada (ANTONI et al., 2017,
PARK et al., 2014; POMPEO et al., 2008)

O tratamento padrdo utilizado para o carcinoma nao-musculo invasivo de
bexiga (CMIB), que € o tipo de cancer mais comum, é a cistectomia radical (ANTONI
et al., 2017; PORTER et al., 2011), contudo esta abordagem é associada a altas
taxas de morbidade e complicagbes pés-cirargicas (JACOBS, B.L., LEE, C.T.,

MONTIE, 2010). Diferentes abordagens terapéuticas tém surgido como opcéo de
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tratamento alternativo para pacientes com CMIB, como por exemplo, a abordagem
trimodal, cujo tratamento é uma combinacao de cirlrgia, quimioterapia e radioterapia
(ANTONI et al., 2017; DIETRICH et al., 2018; JACOBS, B.L., LEE, C.T., MONTIE,
2010).

7

Deste modo, é importante o desenvolvimento de novas técnicas para
aprimorar os resultados dos tratamentos convencionais e atualmente a aplicacdo de
nanoestruturas vem se mostrado como alternativas interessantes neste ambito
(Pavon e Okamoto, 2007; Mirjolet et al., 2013).

Rieger et al., (2015) estudaram o uso de nanotubos de carbono (CNTs) como
um dispositivo mucoadesivo para o transporte de farmaco combinado com
guimioterapicos no tratamento de cancer de bexiga. Ensaios in vivo mostraram que
0os CNTs foram capazes de se aderirem ao urotélio 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 cancer 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, captacao celular
urotelial, internalizacéo, efeito citotoxico e duracdo da acdo da droga carregada na
nanoparticula (belinostat) no tratamento de cancer de bexiga. Estudos ex vivo e in
Vivo mostraram que a captacao das nanoparticulas modificadas foi dez vezes maior
do que das nanoparticulas ndo modificadas e inibe a progressdo do cancer para
suas formas metastatica e agressiva. Assim, 0s autores mostraram que
nanoparticulas de PLGA combinados com PGON e Belionostat s&o uma aternativa

viavel para se atingir o mesmo indice terapéutico observado com o belinostat livre.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese de nanoestruturas

Neste trabalho, foram sintetizados nanotubos de titanatos sédicos (NaTNT),
bem como nanotubos de titanatos com zinco (ZnTNT), os quais foram usados como
suporte para a incorporacdo da biomolécula quercetina formando nanotubos de
titanatos com quercetina (NaTNTQc) e nanotubos de titanatos com zinco e
quercetina (ZnTNTQc). As nanoestruturas foram desenvolvidas no Laboratorio de
Organometélicos e Resinas (LOR) da Escola de Ciéncias da PUCRS. A seguir sdo

descritos os procedimentos de cada técnica.

4.1.1. Sintese de nanotubos de titanatos

O método de sintese dos nanotubos de titanatos (NaTNT), baseado no
método hidrotérmico proposto por Kasuga et al. (1998), ja foi anteriormente
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, no qual as condi¢des 6timas de sintese
ja foram estudadas (MONTEIRO, 2015). Para a sintese, 1,5 g de TiO, (5 mmol, JB
Quimica, fase anatase, 99% pureza) foram suspensos em 120 mL de solucdo de
NaOH 10 mol/L (Vetec), sob agitacdo magnética por 1 h a temperatura ambiente.
Em seguida, a suspenséo foi transferida para um reator autoclave de inox de 120
cm?® de volume interno revestido com copo de teflon e mantida a 135 °C por 72 h. O
produto obtido da sintese foi um sélido branco, o qual foi lavado com agua destilada
até a obtencdo de pH=7 na agua de lavagem, e posteriormente seco em estufa por
12 h a uma temperatura de 80 °C e armazenado em dessecador, rendimento >95%.
A Figura 4.1 ilustra um esquema das etapas desenvolvidas para a sintese dos

nanotubos de titanatos sodicos (NaTNT).
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Solugdo NaCH
To, \ / 10 mollL
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Agitagdo (1h) Autoclave Secagem em estufa Lavagem Secageme
(72h/135°C) (ate pH 7) Ammazenamento

Figura 4.1. Sintese de nanotubos de titanatos sodicos.

4.1.2. Preparagédo de nanotubos com Zinco

A sintese de nanotubos de titanatos contendo zinco foi baseado no método

descrito por Popova et al. (2016). Para a obtencdo dos nanotubos de titanatos com
zinco (ZnTNT), 0,5 g de NaTNT (1,65 mmol) foram adicionados a 100 mL de uma
solugcdo aquosa de cloreto de zinco 0,5 mol/L (50 mmol, Anidrol) e mantidos sob

agitacdo magnética por 15 min a temperatura ambiente. Apds, a suspensao foi

filtrada a pressdo reduzida sendo lavada com agua destilada até a retirada total do

cloreto (teste com nitrato de prata). O solido branco obtido foi seco em estufa por 12

h a uma temperatura de 80°C e armazenado em dessecador. A Figura 4.2 ilustra um

esquema das etapas desenvolvidas para a preparacdo dos nanotubos com ions

metalicos de zinco (ZnTNT), rendimento >95%.

Solugao ZnCl,

' \/O,SmollLUOOml)
NaTNT (0,5g)
: . R B

Agitacéo (15 min) Lavagem  Secagemem estufa Armazenamento
(agua destilada) (10h/80°C)

Figura 4.2. Preparacdo de nanotubos com zinco.
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4.1.3. Incorporacao da Quercetina nos nanotubos de titanatos

A metodologia utilizada para a incorporacdo da quercetina nos nanotubos de
titanatos (NaTNT e ZnTNT) foi adaptada do método descrito na literatura segundo
Popova et al (2016). Para o preparo de NaTNTQc, NaTNT (1,65 mmol) e quercetina
(1,65 mmol, Sigma-Aldrich, 95% de pureza) foram adicionados na proporc¢éo de 1:1
em 50 mL de etanol, e mantidos sob agitacdo magnética por 60 min a temperatura
ambiente, sob fluxo de nitrogénio. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada e o
sélido alaranjado obtido foi lavado 3 vezes com 25 mL de agua destilada. Apds, o
sélido foi seco em estufa por 10 h a uma temperatura de 40 °C e armazenado em
dessecador. O preparo de ZnTNTQc foi realizado a partir do mesmo procedimento
descrito acima, a ndo ser pela adicdo de ZnTNT no inicio do processo ao invés de
NaTNT, e o solido obtido apresentou coloracdo em tons de marrom. O rendimento
obtido para NaTNTQc e ZnTNTQc foi de 50% e 47% respectivamente. A Figura 4.3
ilustra um esquema das etapas desenvolvidas para a incorporacdo da quercetina
nos nanotubos (NaTNT e ZnTNT).

NaTNT / ZnTNT Quercetina
(0,5g) N, S (0,5g)
ZnTNTQc

Etanol
(50ml)
Lavagem Secagem Armazenamento

Agitagao (1h) (3x agua destilada) (10nh/40°C)

NaTNTQc

Figura 4.3. Preparacdo de NaTNTQc e ZnTNTQc.

4.2. Técnicas de Caracterizacao

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho foi realizada a fim de investigar
a presenca de grupos funcionais na estrutura molecular das nanoestruturas de TNT,
antes e apos a incorporacdo de quercetina. Para esta analise utilizou-se a técnica
espectroscopia vibracional com transformada de Fourier (FTIR) empregando um

espectrometro Perkin Elmer Instruments Spectrum One FTIR Spectrometer Hair
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Sampling Accessory, localizado no Laboratério de Espectroscopia da Escola de
Ciéncias da PUCRS, no intervalo de 1000 a 650 cm™ com o auxilio do acessério

UATR. As amostras foram analisadas em forma de po.
4.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV- FEG)

A andlise da morfologia das nanoestruturas de TNT antes e apds a
incorporacao de quercetina foi obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV)
utilizando um microscopio FEI Inspect F50 no modo de elétrons secundarios (SE)
disponivel no Laboratdrio Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM) da
PUCRS. A tensao de aceleracao foi de 20 kV e utilizou-se Au-Pd (ouro-paladio) para
metalizacdo das amostras. Além do modo SE, foi utilizado o modo EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy), a fim de identificar, de forma qualitativa, os metais
contidos nos nanotubos e a realizacdo de mapeamento para verificar a distribuicao

do mesmo na nanoestrutura.

4.2.3. Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

A analise de MET teve como obijetivo a verificacdo da formacdo de paredes
internas dos nanotubos bem como, possiveis diferencas ocasionadas pela troca
ibnica dos ions sbdio por zinco e a incorporacdo da quercetina na estrutura. As
imagens foram obtidas 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 permaneceram em um ultrassom por 5

min, sendo colocadas em grids de cobre com filme de carbono (300 mesh).

4.2.4. Difragao de Raios X (DRX)

Para a caracterizagdo da estrutura cristalina das nanoestruturas elaboradas
utilizou-se a técnica de DRX. Todos os materiais foram analisados sob a forma de
p6 em um difratbmetro Shimadzu XRD 7000, radiacdo CuKa operando com
voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA, varredura do 26 de 5° a 70° passo de

0,02° e tempo de contagem de 2,0 s no Laboratério de Materiais e Nanoestruturas
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(LMN-GEPSI) da PUCRS. O fenébmeno de difracéo foi interpretado a partir da lei de
Bragg.

4.2.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A técnica de TGA foi utilizada a fim de avaliar a estabilidade térmica dos
nanotubos de titanatos, da quercetina, bem como das estruturas TNTQc, ZnTNT e
ZNTNTQc, além de estimar a quantidade de quercetina incorporada nas
nanoestruturas de TNT. O equipamento utilizado foi um SDT modelo Q 600 (TA
instruments) em atmosfera de N, com rampa de aquecimento de 10 °C/min a partir

da temperatura ambiente até 1000 °C.

4.3. Ensaio de liberacao controlada

O ensaio de liberacdo de quercetina a partir das nanoestruturas preparadas
foi conduzido a fim de se verificar como o flavonoide interage com o0s nanomateriais
e qual o percentual de entrega do mesmo para 0 meio a partir de cada
nanoestrutura. A metodologia utilizada para o ensaio de liberacdo de quercetina a
partir dos nanotubos de titanatos (NaTNT e ZnTNT) foi adaptada do método descrito
na literatura segundo Trendafilova et al. (2017) e Sarkar et al. (2016). As
nanoestruturas preparadas foram previamente pesadas (5 mg) e, em seguida, foram
colocadas em contato com 50 mL uma solucdo de PBS (pH 5,5) e etanol na
proporcao de 90:10 v/v. O teste foi conduzido a 37 °C e 120 rpm e aliquotas de 3
mL foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados com reposicdo do
meio apos a coleta de cada aliquota. Este procedimento garante a dissolucéo
infinita do meio, impedindo a saturacdo do mesmo, 0 que representa a dissolugao

do farmaco no organismo.

O procedimento foi realizado durante de 7 dias, com a coleta de aliquotas nas
primeiras 12h de testes, e em seguida, uma coleta por dia. As solu¢des recolhidas
foram analisadas em espectrofotbmetro UV-vis (Perkin Elmer Lambda 35,
comprimento de onda de 372 nm) disponivel na Escola de Ciéncias da PUCRS. A

concentracdo de quercetina liberada foi calculada de acordo com uma curva de
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calibracdo preparada na mesma solugcdo do meio de ensaio (r= 0,9989). Um

esquema da metodologia é mostrado na Figura 4.4.

)—i\ X\ Reposicio
3 (3 f do meio Curva de calibragdoem

(3mil)
50 pg NaTNT 50 pyg NaTNTQc PES/etanci 90:10 wiv

RAA AAA o O

50 g ZnTNT 50 g ZnTNTQe % Imi e

50 ml de PBS/etanol 80:10 viv
37 °C ¢ 120 rpm Intervalos: 1-12h, 24h, 48h Especirofotometro 372 nm

Figura 4.4. Metodologia de ensaio de liberacdo de quercetina de nanoestruturas.

4.4. Avaliacdo das Propriedades Bioldgicas

As nanoestruturas desenvolvidas neste trabalho foram analisadas quanto a
viabilidade celular (MTT) e citotoxidade combinada com irradiacdo. Os ensaios
foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia Aplicada (LAFAP) da Escola de
Ciéncias (PUCRS), e no setor de radiologia do Hospital S&o Lucas. A seguir sdo
descritos os procedimentos de cada ensaio, bem como o procedimento para cultura
e manutencdo celular, e andlises estatisticas utilizadas no tratamento dos

resultados.

4.4.1. Cultura e Manutencdao 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 antibiéticos (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 realizagdo dos experimentos as células foram

tripsinizadas e plaqueadas conforme a necessidade.
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4.4.2. Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). O principio deste método descrito por
Mosmann (1983) consiste em medir a viabilidade celular pela atividade metabdlica
mitocondrial das células vivas, no qual € quantificada pela reacdo de 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 4.5).

Cristal de
==, Formazan

- - ::‘! MTT — oA E(

=\ T HN—y
Mo s ,:i'l 4 | 1‘1"

L BT

Mitocdndria

Figura 4.5. Principio do ensaio de MTT.

Para avaliacdo da viabilidade celular, as linhagens T24 e Vero foram
plagueadas numa densidade de 5x10° células por poco em placas de 96 pocos.
Apods a confluéncia, as células foram expostas a diferentes concentracfes de Qc,
NaTNT, NaTNT-Qc, ZnTNT e ZnTNT-Qc (Quadro 4.1) e incubadas por 24 e 48
horas. Os ensaios foram realizados em quatro experimentos independentes em
triplicata para cada concentracdo, também foi utilizado um grupo sem tratamento

como controle do experimento.
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Quadro 4.1. Tratamento, concentracdes e linhagem celular utilizadas nos ensaios por MTT.

Tratamento

Concentracdes

Linhagem Celular

Controle

T24 e Vero

Qc

NaTNT

NaTNTQc

ZNTNT

ZNTNTQc

25; 50; 100 e 200 pg/mL

T24 e Vero

Apos 24 e 48 horas de incubacédo, as células foram lavadas com PBS e a

elas foram adicionados 100 uL de solu¢do de MTT 0,5% por poco. Apds 3 horas de

incubacédo, o meio foi removido e a placa foi mantida em temperatura ambiente por

24 horas, para secagem. Na sequéncia, os cristais de Formazan foram eluidos em

100 pL de DMSO. A densidade oOptica de coloracdo foi determinada por
espectrofotdbmetro (SpectraMax Plus) a 570 nm (NICOLETTI et al.,, 2017). Os

resultados foram determinados em percentual da absorbéancia dos tratados em

relacdo ao grupo que nédo recebeu tratamento (controle).

4.4.3. Avaliacao da Citotoxicidade combinada com Irradiacéo

Para determinar o efeito da combinacdo dos TNTs com irradiagdo em células

tumorais de cancer de bexiga foram realizados dois ensaios combinados: contagem

celular e ensaio clonogénico (Figura 4.6).

-3 Contagem
’ 24 horas celular

24h apés
tratamentos

48h apds
tratamentos

Radiacao
ionizante
5 Gy

Ensaio
Clonogénico

Figura 4.6. Avaliagcdo do efeito da combinag&o dos TNTs com a irradiagéo.
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4.4.3.1. Contagem Celular

A fim de determinar o efeito da combinag&do dos TNTSs e irradiagdo no niumero
total de células, as células T24 foram plaqueadas numa densidade de 7x10° células
por poco em placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas a 37 °C. Este ensaio foi
dividido em dois grupos de oito experimentos independentes realizados em
triplicata, onde as células foram incubadas sem tratamento (controle) e com 25
pg/mL de Qc, NaTNT, NaTNTQc, ZnTNT e ZnTNTQc. O grupo 1 experimental foi
incubado por 24 horas e o grupo 2 por 48 horas antes de serem irradiadas com
radiacdo gama na dose de 5 Gray (Gy), dose também estudada por Mirjolet et al.
(2013) na irradiacdo combinada com TNTs em glioblastoma, utilizando fonte de
Cobalto da Theratron Phoenix (Theratronics Ltda., Ontario, Canada) a uma distancia
entre a fonte e o alvo de 54,5 cm. Apés a irradiacédo, a linhagem celular T24 foi

incubada por 24 horas.

Ao final deste periodo, o meio de cultura foi removido e as células lavadas
com CMF. Na sequéncia as células foram tripsinizadas e apds neutralizacdo da
tripsina com o meio de cultivo, as células foram marcadas com tripan blue e
imediatamente contadas no Cell Counter - Life Technologies. Esse ensaio permite a
distincdo individual das células vivas, que expulsam o corante de seu espaco
interno, das nao vivas, onde o corante penetra tornando-as azuis (NOMOTO et al.,
2004). Os resultados foram expressos como percentual de células vivas em relagéo

ao grupo controle néo-irradiado.
4.4.3.2. Ensaio Clonogénico

A fim de avaliar a capacidade da célula se reproduzir ap6s tratamento foi
utilizado o ensaio clonogénico. Este ensaio consiste na sobrevivéncia celular in vitro
baseada na habilidade que uma Unica célula possui de se multiplicar e formar
colénias (FRANKEN et al., 2006). Para a realizacdo deste ensaio foram plaqueadas
2x10% células por poco em placas de 12 pocos e incubadas por 10 dias. As células
foram mantidas em cultivo, onde o meio foi renovado a cada 2 dias, até o0 momento

da fixacdo. Apds a formacao de colbnias visiveis (10 dias), as células foram fixadas
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em 500 uL de formaldeido a 4% por 20 min e coradas em 500 uL violeta genciana
(0,1%) por 10 min.

4.4.4. 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 ou por meio de andlise 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.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo de nanoestruturas de
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TNT e TNTQc

5.1.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

A Figura 5.1 apresenta 0s espectro

s de infravermelho das nanoestruturas

NaTNT, Qc e NaTNTQc e a Figura 5.2 apresenta os espectros de infravermelho das

de NaTNT, ZnTNT e ZnTNTQc.

Transmitancia (%)

Qc
NaTNTQc

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 SO0
Numero de onda {cm’)
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1500
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Figura 5.1. Espectros FTIR para NaTNT, Qc e NaTNTQc.

A analise dos espectros de infravermelho para os NaTNTs revela a presenca

de uma banda caracteristica localizadas entre 3500-3200 cm™, referente a vibracéo

de estiramento dos grupos hidroxila superficiais provenientes da ligacdo Ti-OH, e

uma banda localizada entre 1640-1630 cm™
de Ti-OH. A banda localizada a 892 cm™

, referente a deformacéao da ligacdo O-H

€ atribuida a vibracdo dos atomos de
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oxigénio ndo ligados da estrutura Ti-O, podendo indicar a presenca do so6dio nos
nanotubos (LINGHU et al., 2017).

O espectro de quercetina € similar aos obtidos por Trendafilova et al. (2017) e
Sarkar et al. (2017), os quais apresentam uma banda caracteristica localizada entre
3500-3200 cm™, referente a vibragcdo dos grupos hidroxila e uma banda em 1660
cm™ referente a vibracBes de estiramento de carbonila aril-cetdnica C=0. As bandas
na faixa de 1600-1400 cm” podem ser atribuidas as vibracdes de anel C=C
aromaticas. A banda em 1350 cm™ pertence a flexdo dos OHs dos fenéis, a banda
em torno de 1310 cm™ pode ser atribuida a vibracéo de aromaticos C-H enquanto o

estiramento C-O aparece em 1288 cm™.

Os espectros mostram que a banda entre 3500 e 3000 cm™ de NaTNT se
encontra mais alargada em NaTNTQc. Além disso, € possivel observar o
aparecimento de uma banda fraca a 2941 cm™ atribuida & presenca de grupamentos
C-H alifaticos. A presenca de bandas entre 1750 e 1500 cm™ pode ser atribuida a
sobreposicéo das bandas em 1660 cm™ e 1600 cm™ da quercetina incorporada nos
nanotubos. A banda em 892 cm™ de NaTNT, referente a presenca de sbédio na
estrutura, é observada em NaTNTQc, sugerindo que a nhanoestrutura manteve sua
composicdo mesmo apOs a incorporacdo da quercetina. Além disso, é possivel
perceber o surgimento de bandas caracteristicas deslocadas da quercetina nos
espectros de NaTNTQc, bem como um ligeiro deslocamento da banda de NaTNT

em 1640 cm™, sugerindo que o flavonoide foi incorporado a estrutura dos NaTNTSs.
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Figura 5.2. Espectros de FTIR para NaTNT, ZnTNT e ZnTNTQc.
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A Figura 5.2a mostra os espectros das nanoestruturas modificadas com
zinco, 0s quais apresentam bandas referentes a grupos hidroxila superficiais e
vibracdo de agua molecular como nos NaTNT. Porém as bandas entre 3500 e 3000
cm™ se encontram mais alargadas em ZnTNT. Ainda, a banda localizada em 892
cm™, referente a presenca de sodio, ndo é encontrada em ZnTNT, indicando que a

troca ibnica de sédio por zinco na estrutura dos mesmos foi efetiva.

A Figura 5.2b mostra os espectros para ZnTNT e ZnTNTQc. A partir destes
espectros é possivel perceber o surgimento de bandas caracteristicas da quercetina
nos espectros de ZnTNTQc. Ainda, € possivel perceber o deslocamento e
diminuicdo de intensidade da banda caracteristica de NaTNT em 1640 cm™. A
banda caracteristica da quercetina em 1663 cm™ referente a ligacdo C=0 também
tem sua intensidade diminuida em ZnTNTQc. As bandas na faixa de 1640 e 1440

cm™ da nanoestrutura ZnTNTQc referem-se aos anéis aromaticos da quercetina.

A Figura 5.2b também mostra o aparecimento de uma banda em 1740 cm™
referente a vibracdo C=0 (SURENDRA et al., 2016). Esta banda de carbonila &
atribuida ao deslocamento da banda referente ao mesmo grupamento encontrada
em 1660 cm™ nos espectros das outras nanoestruturas estudadas, o que sugere
qgue a interacdo do zinco com a quercetina pode estar ocorrendo entre o metal e a

carbonila presente no flavonoide.

Sapino et al. (2005) também observou modificacdes na posicdo dos modos
de vibracdo da carbonila da quercetina ap0s o carregamento da mesma em
nanoestruturas de silica, indicando que a mesma interage com a matriz. Ja
Trendafilova et al. (2017) verificaram que diferentes teores de metais carregados em
matrizes de silica e quercetina, impactam nos espectros das estruturas formadas,

seja pelo desaparecimento, diminuicédo, ou deslocamento de bandas.
5.1.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV- FEG)

A fim de avaliar a morfologia dos nanotubos NaTNT e ZnTNT bem como
possiveis modificacdes geradas pela incorporacdo da quercetina, foram realizadas

analises por MEV-FEG. As micrografias obtidas para os nanotubos de titanatos de
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sédio e zinco sdo mostradas na Figura 5.3a e Figura 5.3b, respectivamente, e as
micrografias para as nanoestruturas NaTNT e ZnTNT com e sem quercetina
incorporada sdo mostradas na Figura 5.3c e Figura 5.3d, respectivamente. A andlise
de EDS (Figura 5.4) para as nanoestruturas NaTNT e ZnTNT foi realizada a fim de

verificar se a troca de sédio por zinco foi efetiva.

Figura 5.3. Imagens obtidas por MEV para a) NaTNT b) ZnTNT c¢) NaTNTQc d) ZnTNTQc a uma
magnificacéo de 100k.

As imagens de MEV mostram que a estrutura tubular dos nanotubos de

titanatos foi mantida apés a troca ibnica de sddio por zinco e carregamento com

quercetina.
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Figura 5.4. Espectros de EDS obtido para a) NaTNT e b) ZnTNT.
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O espectro de EDS da Figura 5.4a mostra picos de titanio, oxigénio e sodio,
encontrados na estrutura dos nanotubos de titanatos soédicos. Ja a Figura 5.4b
mostra os picos encontrados para as nanoestruturas apés o tratamento com ZnCly,
revelando a presenca de titanio, oxigénio e zinco. Estes resultados indicam que
houve uma troca efetiva do metal sédio presentes na superficie do NaTNT pelo
metal zinco nas estruturas ZnTNT, o que corrobora com os resultados anteriores
obtidos por FTIR. Os picos nédo identificados nos espectros sdo referentes a

metalizacdo com ouro.
5.1.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A andlise de MET foi relizada a fim de avaliar a morfologia dos nanotubos
NaTNT e ZnTNT, bem como nos nanotubos carregados com quercetina. A Figura
5.5 apresenta as imagens obtidas para os nanotubos NaTNT e ZnTNT antes e apos

a incorporacao quercetina.

Figura 5.5. Micrografias obtidas por MET para a) NaTNT b) ZnTNT ¢) NaTNTQc d) ZnTNTQc a
magnificacéo de 440k (a, b e d) e 180k (c).
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As imagens obtidas por MET mostram que o0s nanotubos de titanatos
apresentam morfologia tubular esperada devido ao método de preparagdo. Os
nanotubos modificados com zinco (Figura 5.5b) apresentam uma superficie
irregular, gerada pela presenca do metal zinco. Este mesmo efeito ja foi observado
na incorporacdo de metais como Sn, Ce e Pd em nanotubos de titanatos
(MARQUES et al.,, 2015; TSAI et al.,, 2013; YANG et al.,, 2015). Os autores
mostraram que a incorporacdo de metais resulta na geracdo de pontos de maior
densidade na superficie dos nanotubos, no formato particulas esféricas. O mesmo
pode ser observado nos nanotubos ZnTNT incorporados com quercetina (Figura
5.5d).

No caso dos nanotubos NaTNT carregados com quercetina (Figura 5.5c), os
mesmos apresentam estrutura semelhante aos nanotubos sem a biomolécula

(Figura 5.5a), além de regides de aglomeracdes de nanotubos.

5.1.4. Difracéo de Raios X (DRX)

A técnica de DRX foi utilizada a fim de investigar a estrutura cristalina dos das
nanoestruturas preparadas. A Figura 5.6 apresenta os difratogramas para as
nanoestruturas NaTNT, ZnTNT, NaTNTQc e ZnTNTQc.
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Figura 5.6. Difratogramas obtidos para NaTNT, ZnTNT, NaTNTQc e ZnTNTQc em duas perspectivas

(a) sobrepostos (b) individuais.
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A Figura 5.6a e Figura 5.6b mostram que as nanoestruturas NaTNT e
NaTNTQc apresentam picos caracteristicos em 10°, 24°, 28° e 48° correspondentes
aos planos cristalinos de uma estrutura tipica de Na,TizO; (DE CARVALHO et al.,
2017). O pico em 10° é referente a distancia interlamenlar dos nanotubos (DE
CARVALHO et al., 2017), a qual apresenta o valor de 0,875 nm para NaTNT e 0,927
para NaTNTQc indicando que houve um leve aumento da distancia entre lamelas
dos nanotubos pela adicdo de quercetina. Este aumento pode estar relacionado a
interacdo que o flavonoide estabelece com o0s grupamentos encontrados nas
camadas interlamenlares do nanotubo, alterando o balanco original dos TNTs
devido & substituicdo de fons Na* (NIU et al., 2013). A quercetina utilizada neste
trabalho, a qual possui pico entre 25° e 30° (POPOVA et al., 2016), néo é visivel nas
difatogramas, possivelmente por estar encoberto pelo pico 28° referente ao titanato.

As nanoestruturas com zinco apresentam, além dos picos discutidos
anteriormente, picos de difracdo préximos a 34° e 36°, referentes a formacédo de
oxido de zinco na nanoestrutura (WANG et al.,, 2009). Além disso, a baixa
intensidade do pico em 28° comparado ao pico em 24° nas estruturas com zinco
mostra que a troca iénica do céatio Na* foi bem sucedida (SANTOS et al., 2016). A
distancia interlamelar para as nanoestruturas com zinco foram de 0,885 nm para
ZNTNT e 0,907 nm para ZnTNTQc. O aumento sofrido por ZnTNT em relacdo a
NaTNT deve-se a incorporacdo de zinco na estrutura. Ja& aumento da distancia
interlamelar de ZnTNTQc em relacdo a ZnTNT deve-se a interacdo que a quercetina
estabelece com o0s grupamentos encontrados nas camadas interlamenlares do

nanotubo.

5.1.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 5.7a apresenta os termogramas (TG) e a Figura 5.7b apresenta as
derivadas das curvas termogravimétricas (DTG) para as nanoestruturas NaTNT,
ZNTNT, NaTNTQc e ZnTNTQc.
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Figura 5.7. Curvas de a) TG e b) DTG NaTNT, ZnTNT, NaTNTQc e ZnTNTQc ¢) DTG Qc.

A Figura mostra que as curvas de degradacao térmica das estruturas NaTNT
e ZnTNT que ocorre em uma etapa, entre 25 e 100 °C, correspondente aos grupos
OH e umidade presentes nas estruturas. A nanoestrutura NaTNTQc apresenta,
além da primeira etapa de uma segunda etapa de degradacdo entre 200 e 400 °C,

referente a degradacéo da quercetina incorporada (Figura 5.7c).

A nanoestrutura ZnTNT com quercetina (ZnTNTQc) apresenta, além da etapa
ja discutida para ZnTNT, uma segunda etapa de degradacdo entre 600 e 1000 °C.
Este comportamento sugere uma interacdo entre o zinco e a quercetina, a qual
aumenta a estabilidade térmica das nanoestruturas ZnTNTQc. Os percentuais de
incorporacao de quercetina obtidos foram em torno de 12,5 % para NaTNTQc e
27,75 % para ZnTNTQc, confirmando que a interacdo entre Qc e Zn aumenta a

estabilidade do sistema.

Este resultado estad de acordo com os resultados encontrados por Popova et
al. (2016) e Trendafilova et al. (2017) as quais sugeriram que a interagao entre
quercetina e Zn forma um complexo capaz de estabilizar os sistemas 0s quais sao

encontrados.
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5.2. Ensaio de liberagéo controlada

A Figura 5.8 apresenta os perfis de liberagdo de quercetina a partir das
nanoestruturas NaTNTQC e ZnTNTQc.
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Figura 5.8. Perfis de liberacdo de quercetina a partir de hanoestruturas NaTNTQc e ZnTNTQc.

Os perfis de liberacdo mostram que as nanoestruturas NaTNTQc liberam em
torno de 63% de quercetina ap6s 24h de ensaio mantendo este comportamento por
48h. J4 as nanoestruturas ZnTNTQc liberam apenas 18% de quercetina no mesmo
periodo. Além disso, as nanoestrutras com zinco liberam o flavonoide de forma mais
controlada, entregando menores massas do que as nanoestruturas sem o metal no
mesmo periodo. Ainda, em ambas as estruturas, nota-se que a maior parte do
flavoinoide incorporado foi liberado apds 6h de teste, mostrando um perfil mais
linear apés este periodo.

Estes resultados, associados aos resultados de caracterizagdo, indicam que o
zinco forma um complexo com a quercetina em ZnTNTQc, o0 que pode estar
impedindo que a mesma seja totalmente liberada da nanoestrutura. Esta interacéo é
menos notavel em NaTNTQc, pois mais de 60% da quercetina inicial € liberada
destas nanoestruturas.
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Estes resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Sarkar et
al. (2016), que obteve perfis de liberacéo de quercetina a partir de nanoparticulas de
silica em pH 5,6 com a maior parte de flavonoide liberado nas primeiras 10 horas de
teste, seguido de uma liberagdo mais lenta do mesmo até 60 h. Trendafilova et al.
(2017) obteve 100% de liberacdo de quercetina a partir de matriz de silica SBA-15
apos 4h de ensaio. A silica SBA-15 modificada com zinco mostrou um maior
controle de liberacdo do flavonoide, bem como os resultados encontrados neste
trabalho, mostrando que o metal é capaz de delongar a liberacdo de quercetina a
partir de matrizes como silica ou nanoparticulas de titanatos. Assim, as
nanoestruturas elaboradas se mostram como dispositivos adequados para a

liberacdo de flavonoides.
5.3. Avaliacao das Propriedades Biologicas

5.3.1. Ensaio de Viabilidade celular (MTT)

Os resultados da viabilidade celular por MTT da quercetina nas linhagens
Vero (células de rim de macaco verde) e T24 (cancer de bexiga humano) séo
mostrados na Figura 5.9.
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Figura 5.9. Resultados da viabilidade celular da quercetina na linhagem Vero por 24h (a) e 48h (b) e
na linhagem ceular T24 por 24h (c) e 48h (d). *** p <0.001, ** p <0.01, * p <0.05.
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Foi possivel observar que a quercetina ndo promoveu nenhum efeito sobre a
viabilidade celular das linhagens Vero e T24 nas concentragfes testadas, apés 24
horas. Por outro lado, a quercetina promoveu proliferacdo celular na concentracéo
de 25 pg/mL, apds 48 horas na linhagem Vero. Enquanto, na linhagem T24, a
guercetina apresentou reducdo da viabilidade celular nas concentracfes de 100 e

200 pg/mL, no mesmo tempo.

Este perfil antitumoral da quercetina € descrito por diversos autores (MA et
al., 2006; ROCKENBACH et al., 2013) O mesmo perfil de inibicdo da viabilidade
tumoral na linhagem T24 foi observada anteriormente por Ma et al., (2006) onde os
mesmos ainda acrescentam que a quercetina inibe a formacédo de colénias, induz
morte celular por apoptose e parada do ciclo celular em células de cancer de bexiga
T24.

Os resultados da viabilidade celular por MTT das nanoestruturas NaTNT,
NaTNTQc, ZnTNT e ZnTNTQc nas linhagens Vero e T24 sdo mostrados na Figura
5.10 e Figura 5.11, respectivamente. Como controle negativo de citotoxicidade foi

utilizado apenas o meio de cultura.
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Figura 5.11. Resultados da viabilidade celular de ZnTNT na linhagem Vero por 24h (a) e 48h (b) e da
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linhagem T24 por 24h (g) e 48h (h). *** p <0.001, ** p <0.01, * p <0.05.
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A andlise da Figura 5.10 mostra que o NaTNT ndo promoveu alteracdo da
viabilidade celular da linhagem Vero até 48 horas. Enquanto na linhagem T24, o
material promoveu proliferagao celular nas concentragcbées de 50 e 100 pg/mL, apés
24 e 48 horas. Os NaTNT sado descritos na literatura como biocompativeis
(MIRJOLET et al., 2013), e este perfil foi observado neste estudo tanto na Vero,
quanto na T24. Em contraste ao perfil observado pelo NaTNT, os nanotubos quando
funcionalizados com quercetina, exibem outro comportamento. O NaTNTQc
promoveu um efeito dual: apresentando proliferacdo celular na linhagem Vero (na
concentracdo de 200 pg/mL apds 24 horas e, nas concentracdes de 50 a 200 pg/mL
apos 48 horas) e reducdo da viabilidade celular na linhagem T24 na concentracao
de 200 pg/mL apds 24 e 48 horas.

A analise da Figura 5.11 mostra que o tratamento ZnTNT apresentou reducao
da viabilidade celular de ambas as linhagens na concentracdo de 200 ug/mL até 48
horas. Além disso, 0 ZnTNT foi capaz de aumentar a viabilidade celular da Vero nas
concentraces de 50 e 100 ug/mL apds 48 horas. Ja na linhagem T24, o material
nanoestruturado também inibiu a viabilidade celular na concentracdo de 100 ug/mL,
apos 24 horas. Apesar das duas concentracfes de reducdo da viabilidade tumoral
apos 24 horas de exposicdo ao ZnTNT, a reducado da viabilidade da célula tumoral
foi mais drastica em 48 horas. Por outro lado, quando ZnTNT é funcionalizado com
quercetina apresenta aumento da proliferacdo celular nas concentragcbes de 25 e
100 ug/mL para as ceélulas Vero apés 48 horas. Ja quando testado na linhagem T24,
0 ZNTNTQc apresentou reducdo da viabilidade celular na concentracdo de 200

pg/mL, apds 24 horas e, nas concentracfes de 50 a 200 pg/mL, apds 48 horas.

Utilizando um intervalo crescente de concentracdes que variou de 25 a 200
Mg/mL, ndo foi observada nenhuma resposta dose-efeito na concentracdo de 25
pMg/mL nas linhagens Vero e T24 apos 48 horas de exposicdo aos nanotubos
(NaTNT, NaTNTQc, ZnTNT e ZnTNTQc). Para a continuacdo do trabalho, a dose
nao-citotoxica de 25 ug/mL foi escolhida para ser testada na linhagem T24 para a

realizacdo dos experimentos subsequentes.
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A partir da Figura 5.10 e Figura 5.11 foi possivel perceber que existe
influéncia do tempo nos valores de citotoxicidade das nanoestruturas. Ainda, a partir
dos resultados de liberacdo controlada, apds 24h de contato com solucédo, toda a
qguercetina presente nas nanoestrutras € liberada para o meio. Assim, estes
resultados sugerem que mesmo apoés a liberacdo total do flavonoide para o meio

apos 24h, a quercetina continua interagindo com as células até 48h de teste.

5.3.2. Avaliagéo da Citotoxicidade combinada com Irradiag&o

O efeito de radiosensibilizacdo da combinacdo entre as nanoestruturas e a
energia ionizante foi avaliado pela contagem celular (24 horas apés a irradiacéo) e
pelo ensaio clonogénico. Para cada condicdo de tratamento (controle e TNTS), uma
placa néo-irradiada correspondeu a 100% de sobrevivéncia para avaliar apenas o
efeito de citotoxicidade da radiacdo ionizante. As células da linhagem T24 foram
tratadas com uma concentracdo 25 upg/mL de NaTNT, NaTNTQc, ZnTNT e
ZnTNTQc, e incubadas por 24 ou 48 horas.

5.3.2.1. Contagem celular

A Figura 5.12a e Figura 5.13a mostram o numero de células apds 24h e 48h
de tratamento com quercetina e nanoestruturas , respectivamente, para grupos
ndo-irradiados (0 Gy) e irradiados (5 Gy), bem como a analise estatistica dos
resultados (Figura 5.12b, Figura 5.12c, Figura 5.13b e Figura 5.13c).
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Figura 5.12. Namero de céulas (a) e andlise estatistica (b, ¢) da linhagem T24 exposta ou ndo a
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A andlise da Figura 5.12a mostra que ndo houve uma variacdo significativa
do numero de células entre os grupos testados (ndo-irradiado e irradiado). Apesar
dos resultados de perfil opostos no tratamento ZnTNTQc no grupo irradiado quando
comparado ao grupo nao-irradiado apdés 24h de incubacéo, esta diferenca nao é
significativa estatisticamente. A Figura 5.12b e Figura 5.12c, exibem a avaliacéo
estatistica entre os grupos, onde ficou evidenciado a reducdo do niumero de células

da linhagem T24 apds 24 horas.

Por outro lado, através da analise da Figura 5.13a € possivel observar uma
diferenca da variacdo do numero de células entre o grupo ndo-irradiado e irradiado
apos 48h de incubacdo as nanoestruturas. O numero de células apresentou
variagdo significativa nos tratamentos com NaTNT, NaTNTQc e ZnTNT (Figura
5.13b e Figura 5.13c). Estes resultados estdo de acordo com Mirjolet et al. (2013),
onde os autores mostraram que nanotubos de titanatos foram capazes de diminuir o

namero de celulas de glioblastomas quando associados a radioterapia.



74

o
8

Nao Iradiado (0 Gy)

E

2
a 48 horas § »
]
~—~110 o
o 604
[=}
@ 5
= 5 S5 204
) . z
(&) 0+
[} Corole Q¢  NaTNT NaTNTOC  ZaTNT ZATNTQ:
© Tratamento
o e Cm
g - Irradiaco (5 Gy)
- 1 -
3 &
Z s
40 g
Controle Qc  NaTNT NaTNTQc ZnTNT ZnTNTQc 3 -
o
Tratamento £ B
o an
-e— Nio irradiado -~ Irradiado S
25 0
oA -
Contrcle O NaTNT NaTNTQe ZaTNT ZnTNTQc
Tratamento

Figura 5.13. Namero de céulas (a) e analise estatistica (b, ¢) da linhagem T24 exposta ou ndo a
irradiac@o apos 48h de tratamento com quercetina e nanoestruturas. *** p <0.001, ** p <0.01, * p
<0.05.

A diferenca de respostas entre os grupos irradiados de 24 e 48 horas pode
estar associado a taxa de internalizacdo das nanoestruturas. Mirjolet et al., (2013)
mostraram que 0s nanotubos de titanatos sao internalizados por diferentes
processos (endocitoses e processos de difusédo) em glioblastoma em 24 horas,
porém para a linhagem T24 ainda ndo ha estudos relatados. Uma maior
investigacdo se faz necesséaria a fim de se esclarecer este processo, contudo
através dos resultados obtidos, € possivel sugerir que a internalizacdo das

nanoestruturas ocorre mais tardiamente nesta linhagem.

5.3.2.2. Ensaio Clonogénico

A Figura 5.14 mostra o resultado da radiossensibilizacdo da linhagem T24
pelo ensaio clonogénico.
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apos 10 dias. *** p <0.001, ** p <0.01, * p <0.05.

Através da Figura 5.14 é possivel perceber dois diferentes perfis de resposta
entre 0s grupos avaliados. Observando as respostas obtidas no grupo nao-irradiado
nota-se que a concentracao de trabalho selecionada via MTT (25 pg/mL) n&o alterou
o comportamento da linhagem T24. Por outro lado, nestas condi¢bes, 0 grupo
irradiado promoveu uma reducdo do numero de colbnias formadas quando

comparado ao grupo néao-irradiado para a linhagem tumoral T24.

Além disso, avaliou-se o efeito citotoxico apenas da radiacdo ionizante
(controle versus controle), onde o controle do grupo nao-irradiado (0 Gy)
correspondeu a 100% de sobrevivéncia. Também se avaliou a citotoxicidade para
cada condicdo de tratamento, quando comparado ao grupo irradiado através da
inibicdo da formacao de colbnias.

Também € possivel observar o efeito da radiossensibilizagdo induzida pelas
nanoestruturas tanto na curva de células vivas (Figura 5.13a) quanto na diminuicao

significativa do nimero de colénias formadas para as células T24 (Figura 5.14). Este
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efeito de radiossensibilizacdo pela reducdo da formacdo de coldnias via NaTNT
também foi observado em outro estudo realizado com glioblastoma (Mirjolet et al.,
2013).

Ainda, quando os resultados entre cada condicdo de tratamento do grupo
irradiado sdo comparados com o controle do mesmo grupo, é possivel observar uma
reducdo significativa do namero de colbnias formadas (Figura 5.15). Contudo,
quando a comparacdo € estabelecida entre 0s grupos tratados, associados a

irradiacdo, nao € possivel observar diferencas significativas.
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Figura 5.15. Efeito da exposi¢édo a energia ionizante para condicao de tratamento na formacgéo de
colbnias apoés 10 dias. *** p <0.001, ** p <0.01, * p <0.05.

Apesar de nado apresentar diferenca significativa no que se refere ao
percentual de colbnias formadas entre os grupos tratados por NaTNT, NaTNTQc,
ZNTNT e ZnTNTs, € precoce afirmar que esta diminuicdo ocorre da mesma maneira
entre os tratamentos pois materiais submetidos a radiagcao absorvem a energia e em
seguida re-irradiam fétons (fendmeno de fotoluminescéncia), elétrons secundarios e
elétrons Auger, radiagfes as quais produzem efeitos bioldgicos e quimicos levando
a morte das células (HAINFELD; SLATKIN; SMILOWITZ, 2004).

Mirjolet et al. (2013) relatam que nanotubos de titanatos sdo capazes de
induzir a parada do ciclo celular de glioblastomas por meio da producdo de ROS

(especie reativa de oxigénio). Ainda, estudos recentes indicam que a internalizacao
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de nanoparticulas pode ativar a autofagia celular em resposta ao estresse
provocado pela adaptacdo da célula a estrutura internalizada, ao mesmo tempo que
a autofagia é uma resposta celular associada ao tratamento por radiacdo e este
fendbmeno pode esta ligado a radioresisténcia (CHAACHOUAY et al.,, 2011;
MIRJOLET et al., 2013; ZABIRNYK; YEZHELYEV; SELEVERSTOV, 2007). Assim, o
aumento do efeito da radiossensibiizacdo celular observado pode ocorrer pela

sinergia entre a internalizacdo das nanoestruturas antes da irradiacao.

Trabalhos como o conduzido por Dietrich et al. (2018), o qual utilizaram a
enzima ecto-5'-nucleotidase/CD73 como um biomarcador na radioterapia da
linhagem celular de cancer de bexiga humano T24, mostraram que a exposicdo da
T24 a uma dose Unica de radiacdo (4 Gray) reduziu o numero de células do cancer,
principalmente pela parada do ciclo celular e a inducdo de apoptose. Porém, em
longo prazo, a linhagem celular T24 retorna as taxas proliferativas semelhantes as

das células controle.

Além disso, autores como Park et al. (2014) mostraram que o tratamento de
cancer de bexiga através da irradiacgdo como uma modalidade Unica, esta
relacionada a altos indices de reincidéncia ou persisténcia local com necessidade de
cistectomia pés-radioterapia. Desta forma, os resultados obtidos sdo interessantes,
principalmente se melhor estudados do ponto de vista de uma abordagem
integrada, envolvendo outras modalidades de tratamento, e buscando aprimorar a

eficacia e diminuindo os efeitos colaterais da radioterapia.

Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de
acao, contudo as nanoestruturas avaliadas podem constituir uma ferramenta futura

no tratamento do cancer de bexiga.
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6. CONCLUSOES

Referente a sintese e caracterizacdo de nanotubos de titanatos sodicos (NaTNT),
TNTs modificados com zinco (ZnTNT) e quercetina (NaTNTQc e ZnTNTQc)

As nanoestruturas NaTNT foram sintetizadas com sucesso. A troca ibnica de
jons Na' por Zn** nas nanoestrutura ZnTNT foi efetiva, bem como a

incorporacgao de quercetina em NaTNTQc e ZnTNTQc.

As nanoestruturas de titanatos sintetizadas apresentam estrutura tubular e a

mesma € mantida apds a troca ibnica e carregamento com quercetina.

A distancia interlamelar das nanoestruturas com quercetina aumentou em
relacdo as nanoestruturas sem a mesma, indicando que o flavonoide interage
com os TNTs. O mesmo aumento acontece em nanoestruturas com Zn em

funcdo da interacdo do ZnTNT com 0s grupamentos presentes no nanotubo.

O percentual de incorporacdo de quercetina foi de 12,5 % para NaTNTQc e
27,75 % para ZnTNTQc, e a interacdo entre Qc e Zn aumenta a estabilidade
do sistema.

by

Referente a avaliacdo do comportamento de liberagdo de quercetina das
nanoestruturas NaTNTQc e ZnTNTQc

Ambas nanoestruturas apresentam uma liberacdo maxima de quercetina em
24h. Ainda, as nanoestruturas com Zn liberam o flavonoide de forma mais
controlada, entregando menores massas do que as nanoestruturas sem o
metal no mesmo periodo, confirmando a existéncia de uma interacdo entre
Zn e Qc.
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Referente a avaliacdo da viabilidade celular das nanoestruturas frente a células Vero

e 124

As nanoestruturas NaTNT ndo promovem alteracdo da viabilidade celular da
linhagem Vero até 48 horas. Na linhagem T24, promovem proliferacéo celular
nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL, mostrando que estas nanoestruturas

sdo biocompativeis.

As nanoestruturas NaTNTQc promovem proliferacdo celular na linhagem
Vero (200 pg/mL apds 24 horas e 50 a 200 pg/mL apos 48 horas) e redugao
da viabilidade celular na linhagem T24 apenas na maior concentracao testada
(200 pg/mL) apos 24 e 48 horas, indicando que a nanoestrutura ndo € nociva

a células Vero porém é nociva a células T24 em altas concentracdes.

O tratamento com ZnTNT reduz a viabilidade celular de ambas as linhagens
em 200 ug/mL até 48 horas. Na linhagem T24, o composto inibe a viabilidade

celular na concentragao de 100 pg/mL e 200 pg/mL, apds 24 horas.

As nanoestrtuturas ZnTNTQc aumentam a proliferacdo celular nas
concentragbes de 25 e 100 ug/mL apds 48 horas. J& na linhagem T24, o
ZnTNTQc reduz a viabilidade celular na concentragao de 200 ug/mL, apés 24
horas e, nas concentragdes de 50 a 200 pg/mL, apds 48 horas. Assim, a
nanoestrutura ZnTNT € nociva a céulas Vero e T24 a altas concentracfes

apos 24h, enquanto ZNTNTQc s6 é nociva as mesmas células apos 48h.

Referente a avaliagdo da citotoxicidade das nanoestruturas combinadas com

irradiacéo

N&o houve variacdo significativa do numero de céulas para nenhum
tratamento testado apdés 24h. Porém, ap6s 48h, o niumero de céulas reduz
significativamente apds o0s tratamentos com as nanoestruturas NaTNT,

NaTNTQc e ZnTNT que sofreram irradiagéo.

A radiossensibilizacdo induzida pelas nanoestruturas diminui 0 numero de

colonias formadas na linhagem T24. Mais estudos devem ser conduzidos a
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fim de se determinar o tipo de morte celular gerada por cada nanoestrutura
avaliada, porém os resultados obtidos até o momento mostram que a
combinacdo entre as nanoestruturas e energia ionizante se apresenta como

um objeto de estudo atrativo na busca de tratamentos para cancer de bexiga.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos nesta Dissertacéo, pode-se sugerir a insergéao
das nanoestruturas em matrizes biocompativeis, como por exemplo, matrizes de
polimeros biodegradaveis ou polimeros naturais, a fim de aumentar o controle de

liberacdo de flavonoide para o meio.

Sugere-se a realizacdo de mais testes bioldégicos em relagdo a combinacéo
das nanoestruturas e irradiacdo, como dose-efeito bem como o estudo do tipo de

mecanismo relacionado a morte celular gerada por cada nanoestrutura avaliada.

Além disso, sugere-se a utilizacdo de biomarcadores nos TNTs para a
investigacdo do comportamento dos mesmos frente as células a fim de verificar se

acontece a internalizacdo das nanoestruturas pelas células.
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