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RESUMO

Nanoparticulas de 6xido de zinco tém sido por décadas aplicadas em diversos produtos
industriais e mais recentemente vem recebendo enorme atencéo por suas implicacbes
nos campos da medicina e biomedicina. Em particular nanoestruturas unidimensionais
(1D) de o6xido de zinco tem despertado interesse devido a alta area de superficie
disponivel receber grupos funcionais tornando o material compativel, eficiente para
terapias fotodindmicas e como agente cancerigeno. Nessa dissertacdo de mestrado o
foco dos estudos foi direcionado a investigar a citotoxicidade das nanoestruturas de
oxido zinco preparado a partir de uma solucdo aquosa em condi¢cdes hidrotermais. As
NPs de 6xido de zinco foram sintetizadas em diferentes tempos (30 minutos, 2 e 4
horas) com intuito de avaliar o efeito de diferentes tamanhos na toxicidade. Pela
técnica de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi possivel acompanhar a
evolucdo morfolégica e a formacdo de bastdes (1D) organizados na forma de flores.
Pelas imagens de MEV foi observado que o tamanho e a morfologia variam de acordo
com o tempo de sintese. A fase pura hexagonal (wurtzita) do ZnO foi indexada nos
difratogramas obtidos. Analisando o0s espectros de absorcdo na regido do
ultravioleta/visivel e foram estimados os valores de band gap Otico de cada
nanoestrutura. As caracteristicas o6ticas ainda foram monitoradas por espectroscopia de
fluorescéncia e para todas as NPs de ZnO estudadas foram observadas a presenca de
banda na regido do visivel, normalmente relacionada a presenca de defeitos estruturais
e morfolégicos durante a preparacdo das NPs de ZnO. O potencial zeta e tamanho da
particula dispersas em meio aquoso (pH ~7.0) foram investigados e o ilustrando que a
técnica utilizada para separacdo e dispersao foram eficientes proporcionando um
comportamento monomodal.. O estudo de citotoxicidade das NPs de ZnO sintetizadas
foi realizado pela técnica de citometria de fluxo, em que foi verificada a morte celular
por necrose e apoptose. Os resultados mostraram propriedade nociva das NPs em
relacdo as células tumorais HeLa e ndo tumorais L929. Esses estudos preliminares
apontam essas NPs de ZnO excelente candidatas para futuras aplicacbes na area

médica como agentes cancerigenos.

Palavras-chave: 6xido de zinco, nanoestruturas, sintese quimica e toxicidade.



ABSTRACT

Zinc oxide nanoparticles have been applied for decades in many industrial products and
more recently have received enormous attention for their implications in the fields of
medicine and biomedicine. In particular one-dimensional (1D) zinc oxide nanostructures
have attracted attention due to the high surface area available to receive functional
groups making compatible, efficient material for photodynamic therapy and as
carcinogenic agents. In this dissertation the focus was directed to investigate the
cytotoxicity of zinc oxide nanostructures prepared from an aqueous solution under
hydrothermal conditions. Zinc oxide NPs were synthesized at various times (30min., 2
and 4 hours) in order to evaluate the effect of different sizes in toxicity. By the scanning
electron microscopy (SEM) technique, it was possible to follow the morphological
evolution and the formation of rods (1D) organized in flowers. From SEM images, it was
observed that the size and morphology varied with the time of synthesis. The pure
hexagonal (wurtzite) ZnO phase was indexed in the diffractograms obtained by X-Ray
Diffraction analysis. The absorption spectra in the ultraviolet / visible region and the
values of optical band gap were estimated for each nanostructure. The optical
characteristics were also monitored by fluorescence spectroscopy and all ZnO NP
studied presented band in the visible region, usually related to the presence of
structural and morphological defects during the preparation of the NPs of ZnO. The zeta
potential and particle size dispersed in water (pH ~ 7,0) have been investigated and
illustrated that the technique used for separation was efficient, providing a monomodal
behavior. The cytotoxicity study of the synthesized ZnO NPs was carried out via flow
cytometry in which cell death was observed by necrosis and apoptosis. The results
showed NPs harmful property with respect to non-tumor HelLa cells and healthy L929
cells. These preliminary studies indicate these ZnO NPs are excellent candidates for

future applications in the medical field as carcinogens.

Keywords: zinc oxide, nanostructures, chemical synthesis and toxicity.
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1. INTRODUCAO

A nanociéncia e a nanotecnologia sdo campos muito amplos e interdisciplinares
gue buscam compreender os materiais no dominio de particulas e interfaces com
dimensdes da ordem de 1 a 100 nm. Isso ocorre de tal forma que o interesse, a
criagdo, a exploragdo, o desenvolvimento, o aproveitamento e o0 desejo de
compreender e controlar o mecanismo que rege a organizacdo e as propriedades
destes materiais promoveu 0 envolvimento de diversas areas do conhecimento. Tal
como, fisica, quimica, biofisica, bioquimica, ciéncia dos materiais, ciéncia da
computacéo, medicina, entre outras. *

Nesse trabalho foi estudado nanoparticula (NP) de éxido de zinco. De um modo
geral NP desse Oxido despertam bastante interesse devido a grande possibilidade de
aplicagdo como componentes em diversos produtos industriais, tais como, 0s
pigmentos na indUstria da constru¢do, corantes inorganicos, dispositivos eletrénicos,
opticos e aplicacBes médicas. Nos ultimos anos a NP de 6xido de zinco tem recebido
uma enorme atencdo devido a descoberta de seu potencial na terapia do cancer,
devido suas propriedades de biocompatibilidade e potencial de citotoxicidade. No
entanto, o uso intenso de produtos que contenham essa NPs, na area médica e
agricola levantou uma preocupacao sobre os possiveis efeitos téxicos. %3

Para a producdo dessas NPs foi utilizado conhecimentos de quimica coloidal
relacionando-o a estrutura cristalina natural de semicondutor criando assim
possibilidades de crescimento de nanoparticula em determinadas direcdes
cristalograficas, apenas controlando as energias de interface e os fenébmenos de
adsorcao e dessorcdo de espécies em solucdo na superficie do germe de nucleacgao.
Tal enfoque auxiliou na compreensdao e desenvolvimento de métodos precisos de

sintese, conhecido como “bottom-up”, dessa particula. *°
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As NPs de ZnO foram amplamente aplicada a diversos produtos em que é
necessaria a transparéncia ou a grande reatividade. Por outro lado, a elevada
reatividade das NPs de ZnO dao origem a um aumento das respostas bioldgicas tais
como a absorcdo celular e eficiéncia de entrega. Recentemente nosso grupo
desenvolveu uma rota quimica versétil para producdo concomitante de NPs e
substratos recobertos com camadas (eletrodos) de nanoestruturas ZnO. Ainda nesses
trabalhos foram investigadas as caracteristicas fundamentais e proposto o mecanismo
de formacado e crescimento das NPs organizadas em flores com base em resultados
experimentais e tedricos (simulacbes tedricas realizadas utilizando calculos ab initio
com base na teoria de densidade funcional)®. O conjunto de resultados obtidos nos
trabalhos a partir de diversas técnicas apontaram algumas caracteristicas que tornam
esse material potencial candidato para aplicacdo em: células solares, fotodetectores,
sensores de géas, entre outros” 8. As principais caracteristicas observadas nas NPs de
ZnO, nos trabalhos mencionados, foram: a presenca de band gap indireto (relacionado
com a presenca de defeitos morfologicos e estruturais) e alta area superficial devido a
organizados das NPs na forma de flores.

Essas duas caracteristicas aliadas proporcionam ampla absor¢do de luz
(ultravioleta - visivel) e a forma de bastdes (estruturas unidimensionais — 1D)
organizadas em flores apresenta alta area de superficie que favorece reacbes de
interface e aplicacbes como sensores. Mais recentemente, devido essas e outras
caracteristicas mencionadas acima, NPs de ZnO de outros elementos quimicos tem
sido exaustivamente investigadas e aplicadas na area da saude (em protetores solares,
como agente de prevencdo de cancer, entre outros) e agricola (fertilizantes). O
crescente uso das NPs em &reas que envolvem riscos a saude dos seres Vvivos
despertou nos ultimos anos diferentes preocupacdes e a necessidade de uma nova
area de pesquisa que envolve métodos e estratégias para avaliar os niveis de

toxicidade desses novos materiais.
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Como mencionado acima 0 nosso grupo tem ao longo dos anos desenvolvido
estratégias para produzir NPs de diferentes elementos para aplicagdes em dispositivos
gue convertem luz solar em energia limpa, mas também esses materiais tem atraido
atencao para novas aplicacdes. Assim, esse trabalho teve como motivacéo o estudo da
toxicidade das NPs de ZnO e seu potencial para aplicacdes na area da medicina. A
motivacdo extra para esse trabalho foi a participagdo do grupo na Rede Nacional
financiada pela CAPES cujo tema envolve Nanociéncia e Medicina, NANOBIOMED.
Este trabalho foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Nanomedicina e
Nanotoxicologia (LNN) coordenado pelo Prof. Valtencir Zucolotto. O LNN tem como
foco investigar a aplicagcdo da Nanotecnologia em Medicina, areas biomédicas e
veterinarias.

Os trabalhos foram conduzidos de forma a avaliar a influéncia das NPs em
sistema biolégicos conhecidos e analisados pela técnica de citometria de fluxo. A
citometria de fluxo é uma técnica utilizada para investigar a toxicidade das NPs, ou
seja, essa técnica promove a identificacdo e a quantificacdo de células pelo tamanho,
granulosidade e intensidade de fluorescéncia. ® Nas préximas secdes serdo
apresentados brevemente alguns conceitos fundamentais sobre as NPs e estudos de
toxicidade. Na sequéncia serdo apresentados os objetivos do trabalho, metodologia
utilizada para obtencdo das NPs de ZnO, descricbes das técnicas de caracterizagao,
resultados obtidos e discussdes, as conclusdes a partir do presente estudo e algumas

sugestdes para trabalhos futuros envolvendo as duas area Nanotecnologia e Medicina.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0xido de zinco

O o6xido de zinco é um composto inorganico cuja formula quimica é ZnO. Esse
composto é muito utilizado como aditivo em varios materiais e produtos comerciais,
incluindo plasticos, ceramica, vidro, cimento, borracha (pneus de carro), lubrificantes,
tintas, pomadas, adesivos, selantes, pigmentos, alimentos (fonte de nutrientes Zn),

baterias, fitas de primeiros socorros, entre outros.’
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O ZnO esta presente na crosta terrestre como o mineral “zincite”, no entanto, a
maior parte do ZnO utilizado comercialmente, é produzida sinteticamente. Na ciéncia
dos materiais, 0 ZnO é um semicondutor de banda larga, do grupo II-VI isto é, o zinco e
0 oxigénio pertencem aos grupos Il e VI da tabela periddica. ZnO é um semicondutor
com alta mobilidade eletrdnica, alta condutividade térmica, energia de banda gap
relativamente amplo de aproximadamente 3,37 eV a temperatura ambiente e ampla
energia de ligacdo de éxciton (60 meV). Essas caracteristicas fazem do ZnO um
material adequado para aplicacdo em diferentes tipos de dispositivos eletro-6pticos tais
como , transistores, fotodetectores, diodos emissores de luz (LEDs) e diodos laser
"além de transdutores piezoelétricos, varistores, sensores quimicos e de gas,

emissores de luz UV ! células solares sensibilizadas por corante *°

, entre outros. O
oxido de zinco pode assumir trés diferentes tipos de arranjo cristalino: wurtzita
hexagonal, blenda de zinco, e o sal de rocha, este Gltimo é raramente observado. * A
estrutura wurtzita € termodinamicamente estavel em condi¢cdes ambiente e, portanto,
mais comum (Figura l1la). A estrutura do tipo blenda de zinco pode ser estabilizada
(Figura 1b) quando sintetizadas em substratos e a estrutura sal de rocha (NaCl) pode
ser obtida em pressfes relativamente alta ~10 GPa e alta temperatura (em torno de

800°C). >’

(a) (b)

Figura 1. As esferas em branco representam os atomos de zinco, e na cor preta sado 0s

atomos de oxigénio. a) wurtzita hexagonal® e b) blenda de zinco®.
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As NPs 0 ZnO estdo sendo cada vez mais utilizado em aplicagbes que envolvem
a area médica, de cosméticos e odontoldgica.'® Mais especificamente esse interesse
em NP de ZnO tem sido dirigido para biodeteccdo e imagens de células, terapia
fotodinamica e nanomedicina.'* Apesar da aplicacdo ativa e desenfreada das NPs ha
muito pouco ou quase nenhuma informacéo sobre a toxicidade em niveis celulares e
moleculares. Assim a necessidade de compreensdo dos efeitos toxicos e o0s reais
beneficios que implicam o uso desses materiais fornece motivacdo extra para estudos
nessa area. Na proxima sessdo serd apresentada uma breve discusséo sobre uso e

estudos acerca dos efeitos que causam a aplicacao desse material na area da saude.

2.2.Citotoxicidade de nanoestruturas oxido de zinco.

O uso desenfreado das NPs na &rea da saude aliada ao marketing apelativo e
constante sobre a potencializacéo dos efeitos benéficos causados pelo uso dessa nova
tecnologia em remédios, cremes e terapias, mobilizou a comunidade cientifica a
investigar de maneira detalhada os efeitos nocivos e benéficos desses materiais. 4

Estudo recente mostrou que a NP de ZnO faz parte de um grupo separado
dentro da familia 6xido de metal de transicdo, devido sua alta solubilidade.'® Esse é um
dos cinco compostos de zinco que sédo atualmente listado como seguro e reconhecido
pela US Food and Drug Administration (FDA). Além disso, o ZnO parece resistir
fortemente a microorganismos.'® Um aspecto importante para a utilizacdo de NPs de
ZnO como agente antibacteriano é a exigéncia das particulas ndo serem téxicos para
as células humanas. Outra propriedade de potencial interesse médico e pouco
desenvolvida continua a ser sua prioridade anticarcinogénico.*’*®

A importancia da producdo de materiais nanomeétricos com funcao biologico é
interessante, porque no momento poucas materiais, que pode arbitrariamente penetrar

lacunas de tamanho nanométrico, tais como pele, membranas e vasos sanguineos
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A potencial aplicacdo de NPs de ZnO como agente antibacteriano cancerigena
seria fornecer nova oportunidades para esse material na nanomedicina.Como estudado
o0 ZnO no estado bulk apresenta propriedade que deve-se ao aumento da area de
superficie das particulas finas podendo ser considerados como néo irritantes, ndo
alergénico, e ndo comedogénico. %

A vantagem de utilizar esse Oxido para aplicacbes biomédicas é que eles
contém o elemento zinco essenciais para os seres humanos. Além disso, esse material
exibe uma forte atividade mesmo quando administrada em pequenas quantidades. As
NPs de ZnO, podem ser caracterizado pelas propriedades fotocatalitico e foto oxidante
contra espécies quimica e bioldgica.?® Esta dissertacéo de mestrado envolveu o estudo
das caracteristicas do ZnO com diferentes tamanhos e com morfologia de bastdes

(organizados em flores) e uma avaliacéo preliminar de sua toxicidade.

2.3.Meio de Cultura

Os experimentos, analise e interpretacao dos resultados de toxicidade das NPs
de ZnO foram realizado em conjunto com a Dra. Iéda M. M. Paino, membro do
laboratorio de Nanomedicina e Nanotoxicologia (LNN — coordenado pelo Prof® Dr.
Valtencir Zucolotto, departamento de Fisica USP - Sdo Carlos).

O estudo foi conduzido utilizando dois meios de cultura celular diferente, as
células HelLa e fibroblastos L929 do camundongo murino. As células HelLa sao
conhecida como um tipo de célula imortal usada em pesquisas cientificas, esta é a
linha celular humana mais antiga e mais utilizada.** A linhagem é derivada de uma
célula cancerigena cervical coletada pela primeira vez de uma paciente vitima dessa
doenca, em 8 de fevereiro de 1951 cujo nome era Henrietta Lacks (por isso chamadas
de células HelLa).** Descobriu-se que a linhagem celular era extremamente duravel e
prolifica pela sua contaminacdo de muitas outras linhas celulares utilizadas na

investigacdo.*>**


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Linhagem_de_c%C3%A9lula_imortal&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks
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O diametro médio dessa células (HelLa) € de 20 um o que favorece a aplicacéo

ref

para nanopaticulas No caso dos fibroblastos L929 s&o considerados como
referéncia para testes de citotoxidade. Esse fibroblasto € um subclone da linhagem
parental L que foi estabelecida por W. R. Earle no ano de 1940.* Foi uma das
primeiras linhagens celulares a serem estabelecidas em cultura continua. A linhagem L
€ derivada de o tecido aureolar subcutaneo e adiposo de um camundongo macho
C3H/An de 100 dias e os fibroblastos sédo as células predominantemente encontradas
em tecidos conectivos perdidos ou danificados e sdo importantes nos mecanismos de
reparacdo tecidual e na fase de remodelamento dos tecidos.*® Estas células s&o
importantes na producao de muitos componentes essenciais do tecido conectivo, como
os componentes de matriz extracelular no tecido fibroso do colageno.*”*® A ades&o dos
fibroblastos ao biomaterial pode ajudar na integracdo do tecido conectivo, adicionando
vascularizagdo a superficie e diminuindo a chance de encapsulamento fibroso e
infeccéo bacteriana.*

Para isso, tornam-se necessarios estudos do comportamento celular em
biomateriais que podem colaborar para o desenvolvimento de técnicas de engenharia
de tecidos mais efetivos, o favorecimento da utilizacéo dessa célula também se da pelo
diametro médio das células (L929) 250 um bem superior as particulas do estudos.*
Deve-se levar em conta que modelos de cultura celular estdo se tornando prevalentes
na investigacdo de respostas de tecidos a materiais de implantes.®® O uso de métodos
in vitro pode reduzir a extensao de testes em animais e pode reduzir significativamente
0 tempo e o custo dos testes. Os ensaios foram embasados na Norma Técnica da
Intenational Organization for Standardization (ISO 10993). In vitro methods 1ISO 10993-
5.51
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2.4. Estudos conduzidos com ZnO.

O papel do zinco como um elemento essencial & vida foi descrito, pela primeira
vez, em 1869, por Raulin, discipulo de Pasteur, que revelou o seu papel no
crescimento do fungo, Aspergillus Niger.  No entanto, as sua importancia no
crescimento e desenvolvimento dos mamiferos foi apenas reconhecida na primeira
metade do século XX, com identificacdo de sindromes relacionadas a sua caréncia em
1934. Em experimentacdo animal e mais tarde em 1961 em seres humanos. %2’ A
deficiéncia de Zn afeta cerca de 25% da populacdo do mundo e pode resultar em mé
absorcdo de alimentos, sindromes, doenca hepética cronica, doenca renal cronica,
doenca das células, diabetes, cancer e outras doencas cronicas. ** Quimicamente o fon
zinco (Zn?*) é um metal de transicéo forte, aceitador de elétrons, mas que ao contrario
do ferro (Fe?*, Fe*") e do cobre (Cu*, Cu?"), tem o orbital 3d completamente preenchido
e nao sofre alteracbes no estado de oxidacdo. Desta forma, ndo participa das reagdes
de redox. O Zn** é um fon estavel que atua nos sistemas biolégicos como acido de
Lewis, aceitando um par de elétrons e formando ligacdes covalentes dativas. O zinco
parece ser fundamental para vérias vias de sinalizacdo metabodlica e celulares,

proteinas estruturantes 2%

, processos enziméaticos e fatores de transcricdo, por isso
tem chamado bastante atenc&o para pesquisa.?’

Porém o uso do ZnO em escala nanométrica tem sido considerado um
"problema” importante com consequéncias de grande alcance e relativamente novos
para a humanidade, além do fato de existirem poucas técnicas analiticas quantitativas
para medicdo dessas nanoparticulas em sistemas naturais. >

Os 6xidos de metais de transicdo em especial as NPs de ZnO séo aplicados na
fabricacdo de protetores solares, ou seja, bloqueantes de raios UVA e UVB.
Naturalmente os pos-brancos, espessos e opacos (ZnO), séo transformados em pastas
brancas (creme) para espalhar sobre a pele, especialmente no nariz (uma pratica

comum entre os nadadores e salva vidas).
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Para tornar esses 6xidos mais transparentes a vista, os fabricantes tem optado
pelo uso de particulas nanométricas que podem ser exibir propriedades cada vez mais
transparentes. Essa pratica permitiu o uso dessas NPs nas formulas dos protetores
solares sem passarem por testes, porque foram consideradas seguras no seu estado
natural. 3433
No entanto, os cientistas estao a descobrir que o tamanho radicalmente reduzido
origina comportamentos radicalmente diferentes desses Oxidos. Cientistas da
Universidade da California, Los Angeles, identificaram que as filhotes de ratinhos
expostos a NPs de TiO, sofrem grandes supressdes de DNA.** Uma consequéncia
desse estudo é que as nanoparticulas poderiam atravessam a placenta causando
danos em bebes humanos expostos no Utero devido a esses Oxidos metélicos em
tamanho nanométrico. Outros cientistas identificaram que as NPs de TiO; ndo soé
atravessam a membrana celular como também passam para o interior do nucleo da
célula, onde danificam o DNA e perturbam a divisdo celular normal.®* Igualmente
importante é o trabalho de outros pesquisadores que descobriram que essas
nanoparticulas sdo tdo pequenas que atravessam a barreira hemato-encefalica de
protecdo e sdo capazes de matar os neurbnios cerebrais.®* Atualmente alguns
cientistas afirmam que essas particulas em escala nanométrica foram libertadas para
uso do consumidor sem serem realizados estudos para assegurar que 0S Seres Vivos
n&o seriam prejudicados.®

No caso particular das NPs de ZnO poucos estudos foram encontrados e ainda
nao podemos afirmar, mas resultados preliminares apontam que o uso dessas NPs
podem n&o ser tdo benéficos. Em 2010, estudos conduzidos com avaliacdo de seres
vivo em aguas do mar, mostraram que as nanoparticulas de ZnO matam o plancton,®’
enquanto outros estudos determinaram que as nanoparticulas de ZnO e TiO, sdo

extremamente téxicas podendo prejudiciais & vida marinha.*
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Porém outros estudos tem se mostrado otimistas em relacdo a NPs de ZnO,
alguns estudos tém relatado que Zn?* liberado pelo ZnO conduzidos com nanofios
demonstram que a citotoxicidade do ZnO induz nanocristais contra células
cancerosas.'’ Outro estudo demonstrou que a dissolucéo intracelular de NP de ZnO,
com liberac&o de Zn biodisponivel, é determinante da citotoxicidade para dessa NP.*® A
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, fornece evidéncia de que
fatores determinantes sdo necessarios para citotoxicidade NP de ZnO em células
imunitarias humanas. Apesar da dissolucdo das NPs de ZnO ocorrerem em algum nivel
extracelular, a concentracdo de Zn biodisponivel das NPs de ZnO é insuficiente para
induzir citotoxicidade, mesmo com elevada concentracées de NPs.*®

Estudo de toxicidade seletiva de NP de ZnO em relacdo as bactérias gram-
positivas e células cancerosas por meio de apoptose induzida por pero-oxidacéo
lipidica ®’, observou que bactéria S. Aureus exibiu um efeito antibacteriano acentuado.
No entanto comparado com as bactérias gram-negativas 0s ensaios exibiram efeito
antibacterianos ainda mais acentuado, por isso ainda ndo se chegou a uma conclusao
para estudos com bactérias gram-positiva e gram-negativa, mais pesquisas para
resolucdo e entendimento desse problema devem ser avaliados.®’

Devido ao aumento da producéo e aplicacdo de NPs, novos alvos precisam ser
determinador e identificado para uma conclusdo da toxicidade desse material, com
pouca informacdo e com os diferentes estudos, ora benéficos, ora toxicos, chamou

atencao para um melhor entendimento dessas NPs de seu potencial desenvolvimento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Este projeto de pesquisa visa avaliar o efeito toxico das NPs de ZNO
sintetizadas em condi¢cdes hidrotermais. As NPs foram produzidas em diferentes
tempos para investigar também o efeito do tamanho nas caracteristicas de
citotoxicidade. A citoxidade foi avaliada utilizando NPs de ZnO em células

cancerigenas do cancro do colo do Gtero.

3.2. Especificos

o Sintese de NPs de oxido de zinco ;

o Investigar as propriedades morfoldgicas e estruturais.

o Avaliar as propriedades oOpticas;

o Avaliar a carga e o tamanho das particulas em suspensdes coloidais

o Avaliar a toxicidade das NPs de ZnO por meio de apoptose e de necrose

utilizando a metodologia de citometria de fluxo em células HeLa de cancro e células
L929 de fibroblasto.
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4. Metodologia Experimental

Nos topicos a seguir estdo descritas a metodologia experimental para a
preparacao das nanoestruturas de 6xido de zinco. Posteriormente estdo detalhados os
métodos utilizados para caracterizacdo das amostras, assim como informacdes sobre

0s principais produtos, reagentes e equipamentos utilizados durante este estudo.

Tabela 1. Codigo das amostras sintetizadas e seus respectivos tempos e tratamento de

sintese.

Amostra Tempo de

Aguecimento (horas)

Zn0O-1 0.50
Zn0-2 2
Zn0O-3 4

4.1 Sintese das nanoestruturas de ZnO

A sintese das nanoestruturas de Oxido de zinco baseia-se numa modificacdo da
metodologia realizada por Cunha® e conhecida na literatura como (PBM).'” Para a
sintese das nanoestruturas, inicialmente foi preparada uma solucdo de 50 mmol L™
cloreto de zinco (ZnCl; - Carlo Erba — 97%), com pH ajustado pela adicdo de hidroxido
de amoénio NH,OH - Vetec — 28 a 30%) até que a mistura atingisse o pH 10,5. A
mistura foi entdo transferida a um frasco autoclave e aguecida em uma estufa a 90°C
por diferentes periodos de tempo (t = 0,30, 2 e 4, horas), para avaliar sua influéncia nas
propriedades Opticas, morfoldgicas e estruturais das nanoestruturas. Apos a sintese, 0
frasco foi rapidamente resfriado em gelo para evitar crescimento e maturagcéo
indesejados e o0s precipitados obtidos foram centrifugados e limpos com &agua
destilada. Foram realizados cinco processos de lavagem e centifugacéo a 10.000 rpm
por 5 minutos. Abaixo podemos observar Figura 2 o preparo da solugdo com acerto de

pH e apos o aquecimento a formacgéo dos precipitados Nps.
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50 mmolL-"
ZnCl,
+
NH,OH

Figura 2. Esquema da rota sintética utilizada para se obter as nanoestruturas de 6xido
de zinco (ZnO).

5. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Os pos resultantes das sintese da Tabela 1 foram analisados por conjunto de
técnicas para avaliar a qualidade das NPs sintetizadas pela metodologia proposta. A
analise morfoldgica e o efeito do tempo de sintese na formacédo das nanoestruturas da
Tabela 1 foram realizados utilizando as técnicas de microscopia eletrénica de varredura
por emissdo de campo (FE-SEM - Field Emission Scanning Electron Microscopy)
utilizando um microscoépio FEI Inspect F50. As amostras também foram submetidas a
analise Optica onde foi utilizado um espectrofotbmetro eletrdnico de UV-Vis modelo
Varian Cary 50 com lampada de Tungsténio, variando o comprimento de onda de 200 a
800 nm. As analises foram realizadas no modo absorbancia, e &gua ultrapura
(Millipore) foi utilizada como baseline para a analise de espectroscopia e como
solvente. Para essa caracterizacdo os pos foram dispersos em agua e analisadas apos

calibracdo do equipamento.
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As analises de fotoluminescéncia foram realizadas utilizando um Varian Cary
Eclipse com flash de Xenbnio. As solucdes preparadas para analise Optica possuem
concentracdo 0,16 + 0,002 g/L. Para evitar possiveis aglomeracdes, todas as solucdes
foram submetidas a ultrassom por 20 minutos. As analises de fotoluminescéncia foram
realizadas a temperatura ambiente com comprimento de onda de excitacdo de A«=300
nm (4,13 eV). Todos os espectros foram normalizados para que 0s picos de emissao
no UV possuissem a mesma intensidade para comparacao. O espectrofluorimetro foi
ajustado para trabalhar com filtros automaticos, eliminando as emissdes secundarias e
terciarias do fluorimetro. O ruido foi eliminado com o método de média adjacente, onde
cada novo ponto obtido é a média dos 20 pontos préximos ao ponto considerado.

Potencial Zeta e tamanho de particula também foram avaliados nesse trabalho,
0 equipamento utilizado Zetasizer NanoZS avalia: tamanho (RH), potencial zeta () e
massa molecular (Mw) nao utilizado nesse trabalho. O equipamento permite
determinar o raio hidrodinamico (RH) de particulas (de 0,6 nm até 6 um) pela técnica
espalhamento de luz dindmico (DLS) a interpretacdo dos resultados utilizaram a
equacdo de Stokes-Einstein. O potencial zeta (£) € medido utilizando a técnica
conhecida como espalhamento de luz eletroforético (ELS) onde mede a velocidade de
uma particula movimentando-se em um determinado liquido quando um campo elétrico
€ aplicado. O valor da velocidade é convertido para o valor do potencial zeta da
particula e esses valores sao indicativos da estabilidade de sistemas coloidais.

A caracterizacdo estrutural, as fases cristalinas das nanoestruturas de 6xido de
zinco das amostras Tabela 1 também foram identificadas com auxilio de um
difratbmetro de raios X (DRX), Bruker AXS D8 Discover, utilizando radiacdo Ka do
Cobre (filtro de Niquel) tensdes e correntes maximas 40 kV e 40 mA, medicdo do
padrdo de difracdo de po por raios - x na geometria © /2 8 no intervalo -110° < 2 B8 <
168°.As caracterizacOes foram realizadas com equipamentos disponiveis no laboratério
do grupo LEAN, Central multiusuario da UFABC e a parte das imagens de microscopia
foram obtidas no departamento de quimica de Sdo Carlos (tempo de maquina cedido

pelo grupo do Prof. Dr. Leite).
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Nas tabelas abaixo estdo contida uma breve descricdo dos principais reagentes

(Tabela 2) e equipamentos (Tabela 3) utilizados para fabricacdo e caracterizagédo das

amostras.

Tabela 2. Produtos utilizados durante os procedimentos experimentais.

Produto Férmula Quimica Marca
Cloreto de Zinco (97%) ZnCl, Carlo Erba
Hidroxido de Amdnio (28 a 30%) NH,OH Vetec

Tabela 3. Equipamentos utilizados para fabricacéo e caracterizacdo das amostras.

Equipamento Marca Modelo
Estufa Nova Etica Série 400
Agitador Magnético IKA C-MAG HS7
Lavadora Ultrassonica Unique USC 2800
Sistema Ultra Purificador de Agua Millipore Direct-Q5
Centrifuga Herolab UniCen M
Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Inspect F50
Espectrofotdmetro fotodiodo ultravioleta-visivel ~ Varian Cary 50
Espectrofotdmetro de fluorescéncia Varian Cary Eclipse
Medidor de Potencial Zeta Malvern Zetasizer NanoZS
Difratdbmetro de Raios X Bruker AXS D8 Discover

Citrometro de Fluxo

Becton Dickinson

FACSCalibur ®
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da metodologia proposta foram sintetizadas as amostras apresentadas
na Tabela 1. Os resultados foram divididos em duas etapas: na primeira serao
discutidas as caracterizacdes, estruturais, morfologicas, opticas das NPs, e na segunda
parte serdo apresentadas as caracterizacdes de citotoxidades realizado com as NPs de
ZnO em colaboracdo com o Laboratério de Nanomedicina e Nanotoxicologia do

Instituto de Fisica da USP em S&o Carlos.

6.1 Anélises Estruturais

A pureza e as propriedades estruturais das nanoestruturas de ZnO formadas
foram examinadas via difragéo de raios X do precipitado produzido. A Figura 8 ilustra o
padrao de difracédo de raios X das amostras apresentadas na Tabela 1. Os picos foram
indexados com base no padrdo cristalografico (arquivo JCPDS no. 36-1451) do ZnO
referente a fase wurtzita (hexagonal). Todos os picos observados para as amostras
podem ser perfeitamente indexados ao arranjo hexagonal referente a fase wurtzita do
ZnO no estado bulk. Nenhum pico correspondente a outras fases ou impurezas foi
observado pelo difratograma de raios X, indicando que a fase cristalina de ZnO é de
alta pureza. Os picos nao indexados em * no difratrograma se trata do sinal emitido
pelo porta amostra, também pode ser observado esse mesmos perfil em trabalhos ja
estudados e publicados pelo grupo.®® A partir dos dados de raios X o grau de
orientacdo das Nps de ZnO foi determinado utilizando-se a equacédo 6 seguindo os

mesmo procedimentos reportados por Cunha e colaboradores .
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Figura 3. Difratrograma de raios X obtido para as amostras apresentadas na Tabela 1.

Os picos foram indexados com base no padrdo cristalografico referente a fase

hexagonal wurtzita do ZnO.

O grau de orientagdo dos cristais sao obtidos com base na equacdo 1 e na
intensidade dos picos de difracdo. Esta caracteristica do cristal é fornecida pelo

parametro F, equacdo 6 abaixo, que fornece o coeficiente de textura ou o grau de

orientacao:.

F = P—Py (1)’

onde P = % e P para a amostra policristalina. P é calculado a partir da razao entre

a intensidade relativa do plano que se deseja avaliar o fator F e a somatoria dos
valores de intensidade de todos os planos analisados. O plano preferencial de
crescimento calculado foi (0002) para todas as amostras com exce¢ao das amostras
ZnO-2 (2 horas) e ZnO-3 (4 horas) que apresentaram plano preferencial (100),

provavelmente relacionado ao tempo de sintese.
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Ainda em relag&o aos resultados de raios X foram estimados os parametros de
rede cristalina da fase hexagonal wurtzita para todas as NPs de ZnO sintetizadas com
auxilio das equacdes 1 a 3.

De posse do angulo de incidéncia dos picos nos difratogramas de raios X e de
acordo com a Lei de Bragg, foi possivel ainda calcular as distancias interplanares d
para cada pico utilizando a Equacéo 2 ¢,

nl = 2dsenf (2),

onde A corresponde ao comprimento de onda da radiagao incidente, n a um numero
inteiro (ordem da difracdo), d a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl
(indice de Miller) da estrutura cristalina e 6 ao angulo de incidéncia dos raios X (medido
entre o feixe incidente e os planos cristalinos) ®. Para o céalculo dos parametros de

|63

rede foi utilizado a equacao 3 - propria para uma estrutura hexagonal °° - que relaciona

a distancia interplanar com os parametros de rede e os indices de Miller.

2 2 2
#=i e ta ®
onde h, k e | sdo os indices do plano e a e ¢ sdo os parametros de rede (no caso
hexagonal, a=b). Aplica-se a Equacéo 3 nos dois planos com maior angulo e encontra-
se um sistema de duas equacdes e duas incognitas (a e c), onde é possivel calcular os
parametros de rede. E possivel se obter o volume da célula unitaria, utilizando a
equacdo 4 %%

__3a?c
2

|4

4),

Os valores calculados de plano preferencial de crescimento, dos parametros de
rede e de volume de célula unitaria para as amostras estdo resumidos na Tabela 4,

juntamente com os valores do padrdo JCPDS (arquivo no. 36-1451) para comparacao.
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Tabela 4. Parametros estruturais calculados para os trés tempo de sintese a partir dos
picos obtidos na analise de difragéo de raios X.

Crescimento
Amostra a (A) cA) VA .
Preferencial
3,249 5,207 47,59
Zn0O-1 (002)
+ 0,003 +0,005 +0,01
3,254 5,207 47,75
Zn0-2 (100)
+ 0,003 +0,005 +0,01
3,256 5,212 47,81
Zn0O-3 (002)
+ 0,003 +0,005 +0,01

Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que os parametros de rede a, c e
o volume de célula permanecem constantes, comparados aos valores da ficha JCPDS
(36-1451) da estrutura wurtzita do ZnO, com as varia¢cdes no tempo de sintese. Esse
resultado estda em acordo com estudo recentemente publicado pelo grupo no qual os
parametros estruturais mantiveram-se praticamente inalterados para um longo periodo
de tempo de sintese. Neste mesmo estudo a Unica fase indexada para todas as NPs
sintetizadas desde 5 min até 72 horas foi a fase wurtzita hexagonal do ZnO. Além
disso, os mesmos valores de grau de orientagdo foram encontrados seguindo 0s

tempos de sintese aqui utilizados o que revela que o processo € bastante reprodutivel.

6.2 Analises Morfolégica

A morfologia das NPs foram analisadas por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV). As imagens obtidas para os diferentes periodos de sintese estéo ilustradas na
Figura 4. As NPs de ZnO obtidas em condi¢cfes hidrotermais, nos diferentes tempos de
reacdo, resultaram em bastbes (nanoestruturas 1D) organizados na forma de flor
dispersa. Cunha et al.?® em estudos recentes utilizando essa mesma rota de sintese
mostrou que esta é a morfologia tipicamente obtida quando o pH é ajustado para
~10,5.
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O diametro médio da estrutura que compdem as “flores” foram estimados entre
(1,2 - 1,8 £ 1,0 um) a partir das imagens de MEV (Figura 4), utilizando o software
ImageJ.** para as NPs de ZnO preparadas neste trabalho ( 30 min, 2h e 4 h
respectivamente). Além disso, o diametro médio dos nanobastdes (250 £ 1,5 nm) se
manteve constante para todas as sinteses utilizados neste trabalho e o comprimento

médio dos bastdes foram estimados entre (0,4 - 1,0 + 0,5 um) .

Figura 4. Imagens de microscopia eletronica de varredura das NPs de ZnO
sintetizadas em condi¢des hidrotermais em diferentes tempos. (a) 30 min, (b) 2horas e
(c) 4 horas.

O comprimento das nanoestruturas de ZnO estao relacionado diretamente com
o tempo de permanecia da solugcéo precursora em condi¢cdes hidrotermais (Figura 4).
Outro fato bastante conhecido que esta envolvido no comprimento dos bastdes foi a
temperatura que pode acelerar o crescimento e consequentemente o alcance do

comprimento maximo *°, neste estudo a temperatura foi mantida constante.



31

O efeito do tempo e da temperatura de forma geral estdo relacionados a dois
diferentes estagios da formacédo das NPs de ZnO: nucleacdo e crescimento. Esta € a
morfologia tipicamente obtida quando o pH é ajustado para ~10,5. Este valor de pH foi
determinado em estudos anteriores por Cunha e colaboradores *® em experimentos de
titulacdo potenciométrica (triplicata). Em pH 10,5 é observado a total dissolucdo dos

precipitados de hidroxido de zinco presentes na solugdo precursora.
6.3 Analise Optica

As propriedades 6pticas dos materiais produzidos foram analisadas usando as
técnicas de espectroscopia eletrbnica na regido do Ultravioleta-Visivel e
Espectroscopia de Emissdo de Fotoluminescéncia. Os espectros de absorbancia para
todas as amostras estao ilustradas na Figura 5. Os pico exibem absorcao entre 360-

390 nm na regido do ultravioleta.

Absorbancia/a.u

N
—A__ N

T ’ ¥ T ¥ T ’ T ¥ T ?
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura 5. Os espectros de UV-Vis de ZnO - 1 (30 minutos), ZnO - 2 (2h) e ZnO -3 (4

horas) de nanoestruturas na funcéo de diferentes tempos de reagéao.
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As bandas no espectro de absorcdo (Figura 5) séo tipicamente associados com
a lacuna existente entre da banda intrinseca do material,*® banda de valéncia (BV) e a
banda de conducéo (BC). Esse espaco entre BV-BC é normalmente chamado de band
gap e esta relacionado a energia minima necessaria para transferéncia de elétrons
entre elas '®. A partir dos espectros eletronicos de absorcédo (Figura 5) e da equacéo
de Tauc,?? (equacdo 1) o valor do band gap éptico (banda proibida) foi estimado para

todas as amostras.
ahv = A (hv - EQ) (5),

onde A é uma constante, h é a constante de Planck, v e a frequéncia de onda, Eg e a
energia de banda proibida e n e o numero de possiveis transicdes eletrdnicas que
podem ocorrer no material.

Para obter o valor de Egopt do material € necessario converter os valores que
estdo na unidade de comprimento de onda (nm) para unidade de energia em elétrons-

volts (eV). Para isso foi utilizada a equacgéo 2 abaixo:

E=ho == (L5) (6),

c é a velocidade da luz e A € o comprimento de onda incidente.

Os valores estimados do band gap 6ptico aumenta linearmente com o aumento
do tempo de sintese variando entre 3,1 eV - 3,3 eV. Essa larga distribuicdo dos valores
de band gap Optico pode estar associada ao tamanho das NPs e da formacdo de
defeitos. A formacdo de defeitos e a variacdo do tamanho das NPs sdo, como ja
discutido por Cunha et al ® e outros autores, estritamente dependentes do tempo de

reacao, ou seja, o periodo em que a solucédo é mantida sob condicdes hidrotermais.*®
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Os espetros de fotoluminescéncia obtidos a temperatura ambiente para as
amostras da Tabela 1 exibem o padrdao normalmente observado para nanoestruturas
de ZnO, i.e., a presenca do pico de emissédo no UV de 380-390 nm e dois componentes
principais na regido do visivel entre 540-570 e 580-620 nm como apresentado na
Figura 6. A emissdo no UV é associado ao band gap de emissdao do ZnO como
consequéncia de recombinacédo dos éxcitons *>°°. A variacdo da posicdo e intensidade
relativa do pico de emissdo do UV do ZnO é normalmente atribuida a diferentes
morfologias, cristalinidade, dimensdes, e defeitos na estrutura do material ***°.

Os picos do espectro sdo fortemente afetadas por diferentes morfologias de
ZnO, mas ndo ha nenhuma evidéncia clara deste no presente estudo.>’ Usualmente,
os diferentes picos na regido visivel observado nos espectros de fotoluminescéncia
estdo associados com o espalhamento da excitacdo devido a presenca de diferentes

defeitos 29,56,57,58

, entre outros. Assim, as propriedades 6pticas da NPs de ZnO pode ser
manipulada para varias aplicacdes controlando a morfologia, as dimensdes e a
presenca de defeitos ou de impurezas durante o processo de sintese. Gopel e Lampe
mostraram que a variacao da posicdo do pico de emissao no UV e a forma dos picos
no espectro de emissdo do ZnO pode ser devido a diferentes concentracdes de

defeitos nativos °*.
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Figura 6. Espectros de Fotoluminescéncia das nanoestruturas. ZnO - 1 (30 minutos),
ZnO - 2 (2h) e ZnO - 3 (4 horas) obtidas em diferentes tempos de reacdo. 1 -
Comprimento de onda ~ 350 nm. 2 - A presenca de dois pico de emissédo no UV de
380 - 390 nm e 3 - Componentes principais na regiao do visivel entre 520-620 nm como

apresentado na Figura 6.

O espectro de fotoluminescéncia claramente indica a presenca de defeitos nas
amostras. Pelas imagens obtidas MEV observa a formacgao de nanoestruturas na forma
de flor durante os primeiros 30 minutos de sintese (amostra ZnO-1), sugerindo a
presenca de defeitos. Esta analise € consistente com a alta intensidade relativa da
banda do visivel do espectro de fotoluminescéncia. Além disso, 0s picos no espetro de
fotoluminescéncia também séo fortemente afetados por diferentes morfologias do ZnO,

mas no presente estudo ndo foram encontradas evidéncias deste fenémeno *'.
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Em trabalhos anteriormente analisados pelo grupo observou que o ZnO
sintetizado com mais horas, ha uma alta concentracédo de defeitos nas nanoestruturas
de znO. ® Entre 4 horas, os bastdes hexagonais que compdem as nanoflores
apresentam um valor minimo de defeitos. Para tempos maiores de tratamento
hidrotérmico, a presenca de defeitos volta a aumentar. Para essa avaliacdo, a presenca
de defeitos e o tamanho dos cristais se mostram responsaveis pelo comportamento
6ptico do ZnO. ®°

6.4. Andlise Tamanho de Particula e Potencial Zeta

6.4.1 Andlise Tamanho

O tamanho médio foi estimado utilizando os valores de didametro hidrodinamico
meédio obtido pela técnica espalhamento de dindmica de luz (DLS). Para essa avaliacao
as amostras foram diluidas em agua e dispersas com o auxilio do ultrassom. A
calibracdo do equipamento foi avaliado em tempo de estabilizagdo 0. Foram obtidas
por medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) em um equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments).®* O diametro das sinteses analisadas (d.nm) estdo
descritos na Tabela 5 Os valores dos tamanhos das NPs obtidos pela técnica de DLS
foram diferentes dos valores estimados utilizando as imagens de MEV. Provavelmente
essa diferenca se deve ao fato das NPs de zinco produzidas nesse trabalho terem a
forma de bastdes organizadas na forma de flores, além de facil aglomeracédo pela
auséncia de um agente surfactante. Esses fatores podem ser limitante na estimativa

correta ou precisa do tamanho utilizando essa técnica de DLS.

Tabela 5. Avaliagdo tamanho das particulas

Tamanho Particula d.nm

30 minutos 900
2 horas 1100
4 horas 1400
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No entanto, as curvas obtidas pelo equipamento para todas as trés NPs de oxido
de zinco produzidas neste trabalho ilustram uma uUnica faixa de distribuicdo no
tamanho, indicando que o método de homogeneizacdo das amostras foi eficaz para

obtencado de uma Unica faixa de tamanho das NPs produzidas, (Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo do tamanho de particula em suspensao aquosa de acordo com o
tempo de sintese a) 30 minutos, b) 2 horas e c) 4 horas.
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6.4.2 Potencial Zeta (£)

A analise do Potencial Zeta das NPs em solucdo foram realizadas a fim de
descobrir se 0 material apresenta boa estabilidade eletrostatica quando em suspensao.
Para essa avaliagdo as amostras foram diluidas em agua e dispersas com o auxilio do
ultrassom. A calibracdo do equipamento foi avaliado em tempo de estabilizacdo 0. A
regra geral para a estabilidade eletrostatica da solucéo € a faixa de Potencial Zeta de
+/- 30 mV. Como 0s potenciais zeta das trés amostras estdo dentro dessa faixa,
podemos considerar que as amostras estao estaveis. Os valores de potencial zeta (&)
para todas as NPs de 6xido de zinco dispersas em meio aquosos (~ pH 7,9) estdo
resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliagéo potencial zeta (C)

Potencial zeta mV 0s
30 minutos 17,9
2 horas 28,4
4 horas 27,4

A apresentacdo grafica obtida pelo equipamento, também indica que o método

de homogeneizacdo das amostras foi eficaz, o qual pode observar picos monomodal.
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Figura 8. Potencial Zeta em suspensdo aquosa, a) sintese 30 minutos b) sintese 2
horas c) sintese 4 horas.

Os valores de potencial zeta séo alterados em fungcéo do pH por isso € muito
importante termos determinado antes de se iniciar o estudo

38
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Tabela 7. pH das amostras analisadas.

Amostra pH
30 minutos 7,82

2 horas 7,90

4 horas 8,02

As andlises de cargas superficiais dos oxidos tem grande influéncia no
comportamento da suspensao. A Figura 8 mostra o gréafico de potencial zeta para o
ZnO. Pode-se observar que as ZnO NPs tem carga predominantemente positiva
guando introduzido em meio aquoso e a suspensdo adquire pH ~ 7,9 sem qualquer
aditivo. Conhecer o pH das solu¢des € muito importante para o passo seguinte, quando

seré feito a introdug&o a um meio bioldgico.

6.5 Cultura e tratamento celular

As células cancro do colo do utero humano (HelLa) e fibroblastos de murino (L929),
foram adquiridas a partir do banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% (v / v) de soro fetal bovino (FBS), penicilina / estreptomicina
(50 Ul / mL e 50 ug / ml, respectivamente), a 37 °C sob uma atmosfera umidificada de
CO; a 5% / ar incubadora (Thermo Electron Co.), passou a confluéncia e verificada em
microscépio invertido (Nikon Eclipse Ti, Japdo). Para analisar os efeitos de
citotoxicidade, HeLa e L929 células foram tratadas com nanoparticulas de oxido zinco;
suspensao estoque das Nps, foram diluido em série na concentra¢des de 10,0 pg/mL
para as incubacbes de apoptose, necrose e ensaios de incorporagcdo celular.
Imediatamente antes de todos os ensaios, a viabilidade das células foram também

2

determinada pelo método de exclusdo de azul de tripano,® e o nimero de células

viaveis foi > 95% para cada célula em ambos os ensaios de controle e tratados.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0366-69132005000100007&script=sci_arttext#fig2
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6.5.1 A apoptose e necrose

Os ensaios de apoptose e necrose foram medidos por citometria de fluxo,
utilizando isotiocianato de fluoresceina (FITC) - anexina V para a deteccao da apoptose
e iodeto de propidio (Pl) para a deteccdo de necrose de coloracédo utilizando um kit
comercial (BD Bioscience ®, EUA). HelLa e células L929 (1 x 106 células / ml) foram
plagueadas em placas de cultura de 6 poc¢os a aderir durante 24 h. A seguir, as células
foram tratadas com 10,0 u g / mL solucédo de nanoparticulas de oxido de zinco, como
descrito anteriormente, durante 24 h. O controle negativo ndo foi tratado. Depois disso,
as células foram colhidas, lavadas duas vezes em PBS frio, ressuspendido em solugéo
tampéo de ligagdo 1x e com 5 pl do corante anexina V-FITC (misto e agitado durante
15 minutos no escuro) e com 5 pl Pl incubando a temperatura ambiente por mais 5
minutos. As células foram analisadas por citometria de fluxo dentro de 1 hora. Células
gue passar por processo de apoptose sao definido como FITC anexina V positivo / Pl
negativo e células que estdo passando por processo de necrose anexina V positivo / Pl
positivo. Células mancha negativa tanto para solucdo Pl e anexina V-FITC conjugado
sdo células vivas. Um numero de 10.000 células foi analisado por amostra. A analise
de citometria de fluxo foi efetuada utilizando citometria de fluxo FACSCalibur ® (Becton
Dickinson, CA, EUA).

Os resultados foram expressos pela média de seis experimentos realizados em
triplicata. Os dados foram avaliados utilizando analise de variancia (ANOVA), seguido
pela comparacdo multipla de teste Tukey Post Hoc, usando Graph Pad Prism programa
de software versdo 5.0. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p <0,05.

Um histograma gerado pelo equipamento dispdem de informagfes emissao de
fluorescéncia no qual foram tratados para valores utilizados para a avaliacao estatistica

dos graficos da Figura 9, abaixo.
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Figura 9. Histograma do efeito das ZnONps em células HelLa (carcinoma cervical)
sobre a porcentagem de (a) apoptose, e (b) necrose. Esses ensaios foram detectados
com uso do corante positivo Annexin V-FITC / negativo Pl. Os dados estdo
apresentados pela média de dos ensaios realizados em triplicata com seus respectivos
valores de desvio padréo estimados (SD). *Estatisticamente diferente do grupo utilizado

como controle nergativo (ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test, p < 0.05).

Na primeira parte dos ensaios de toxicidade foi realizada uma avaliagédo
estatistica de morte celular por apoptose (Figuras 9a) utilizando células Hela
(carcinoma cervical) na presenca das Nps de ZnO. Para todas as amostras de Nps de
ZnO e concentracdes utilizadas nessa dissertacdo causaram a morte da célula
cancerigena sem comprometer a integridade das células saudaveis (comparado ao
controle negativo em preto na Figura 9). E possivel notar que o uso de 10 pg/mL de
nanoparticulas apresenta maior eficiéncia na morte das células cancerigenas (HelLa).
Na Figura 9b esta representada a morte por necrose das células HelLa na presenca
das Nps de ZnO. A eficiéncia para todas as amostras chega préximo as 80% e ndo ha
diferencas significativas nas porcentagens de morte quando a concertacdo de Nps é
variada. Em ambas as andlises os resultados foram comparados com o controle
negativo. Assim, pode-se destacar o efeito seletivo das Nps de ZnO em provocar a
morte especificamente das células cancerigenas sem qualquer efeito na células

saudaveis.
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Outro ensaio de toxicidade foi realizado utilizando-se células L929. Da mesma
forma foi realizada uma avaliacdo estatistica de morte das células por apoptose e

necrose e os resultados foram representados na forma de histogramas, Figura 10.
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Figura 10. Histograma do efeito das ZnONps em células L929 sobre a porcentagem de
(a) apoptose, e (b) necrose. Esses ensaios foram detectados com uso do corante
positivo Annexin V-FITC / negativo Pl. Os dados estdo apresentados pela média de dos
ensaios realizados em triplicata com seus respectivos valores de desvio padrdo
estimados (SD). *Estatisticamente diferente do grupo utilizado como controle nergativo
(ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test, p < 0.05).

O resultado do ensaio de apoptose (Figura 10a) ilustra que houve morte celular
na presenca de todas as Nps de ZnO (diferentes tamanhos) e concentra¢des utilizadas
nesse trabalho. E possivel notar que cada amostra de ZnO é mais eficiente que a outra
em determinada concentracao para causar a morte da célula L929. No entanto, o maior
valor observado foi para amostra de produzida por um periodo de 2h com tamanho
intermediario apresentando aproxidamente 8% de morte comparado ao controle
negativo. No entanto, é importante mencionar que as Nps maiores (4h) se mostraram

mais eficientes em baixas concentragdes (~6%).
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Ja no ensaio por necrose (Figura 10b) as células foram mais eficientemente
mortas pelas Nps de ZnO quando utilizado maiores concentracdes (10 pg/mL). O
histograma da Figura 10b ilustra que o uso das Nps de ZnO no ensaio de necrose
causa a morte celular (L929) em todas as concentracdes com o0 maximo de morte
(10%) em 10 pg/mL.

Com base nos resultados in vitro de ambos 0s ensaios de apoptose e necrose
utilizando células HelLa e L929 na presenca de Nps de ZnO, é possivel inferir que as
Nps exibiram uma forte preferéncia em causar morte das células cancerigenas. Por fim,
as Nps de ZnO utilizadas nesse trabalho em diferentes concentracbes e tamanhos
exibiram uma abilidade seletiva em causar a morte de células cancerigenas sem danos
as células saudaveis como observado e comparados com o controle negativo nos
histogramas das Figuras 9 e 10. Esse foram os primeiros testes realizados com as Nps
de ZnO sintetizadas no grupo com a colaboracédo do grupo de Sédo Carlos coordenado

pelo Prof. Zucolotto. Novos ensaios serdo realizados no futuro.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo a metodologia utilizada foi bastante eficiente na preparacdo de
nanoestruturas de éxido de ZnO, na forma de bastdo (1D) organizadas como flores. Os
resultados de DRX confirmaram a obtenc&o da fase pura hexagonal do ZnO (wurtzita)
para todas as NPs sintetizadas, incluindo as amostras mantidas por curto periodo (30
min.) durante o processo de sintese, sem a necessidade de tratamentos térmicos
adicionais. Pela técnica de microscopia eletrénica de varredura foi acompanhada a
evolucdo morfolégica das nanoestruturas de ZnO e foi observada a formacédo de
bastbes ja nos primeiros 30 minutos de sintese organizados em “flores”. O
comprimento dos bastbes individualmente e das flores sdo bastante dependentes do
tempo de sintese, no entanto, o didmetro permaneceu constante para 0s tempos
investigados nesse trabalho.

O efeito do tamanho das nanoestruturas foi também monitorado pelas técnicas
de espectroscopia na regido do UV-Vis e por fotoluminescéncia. As bandas de
absorcdo no espectro de UV-vis deslocam com aumento do tempo de sintese, e ainda
com base nesses resultados foi possivel estimar o band gap 6ptico do material. O valor
meédio estimado foi de 3,21 + 0,02 eV, e em acordo com a literatura para este tipo
material em escala nanométrica. Pelos espectros de fotoluminescéncia foi observado
trés bandas de emissdo sendo: uma na regido do ultravioleta caracteristica da energia
do gap do material e outras duas (400 nm e 600 nm) relacionadas a defeitos estruturais
e morfolégicos formados durante o processo de preparacdo. As nanoestruturas
também foram investigadas dispersas em agua com pH ~7.0, simulando as condi¢cdes
do ambiente celular, com intuito de observar o comportamento desse material. A
analise do potencial zeta e de distribuicdo de tamanho das nanoestruturas mostraram a
presenca de um unico pico, ilustrando que a metodologia de separacdo e dispersao
das nanoestruturas foi bastante eficaz. O tamanho médio das nanoestruturas na forma
de flores estimado foi de 2157 nm e potencial zeta médio (carga) foi de + 22,4 mV.
Esse valor de carga mostra que as nanoestruturas de 6xido de zinco sao bastante

estaveis para andlise e aplicacdo no meio celular.
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Por fim, em colaboracdo com Prof. Zucolotto da USP - Sdo Carlos, foi avaliada a
toxicidade das nanoestruturas envolvendo células saudaveis e cancerigenas. De
acordo com essa investigagcdo preliminar as nanoestruturas apresentam alta
seletividade e habilidade em provocar a morte de células cancerigenas sem causar
gualquer dano as células saudaveis. Assim, pode-se atribuir que as nanoestruturas ou
Nps de ZnO apresentam baixa toxicidade para as células saudaveis e bastante
agressivas para células tumorais. Outros estudos serdo realizados no futuro para

confirmar e garantir essa eficacia das NPs de ZnO como agentes cancerigenos.
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