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RESUMO

Neste estudo, investigou o efeito citotoxico de nanocristais de Simonkolleite e Oxido de
Zinco (ZnO) bem como seus nanocompdsitos (NCT), em células tumorais. Este estudo
abrangeu experimentos biol6gicos com as linhagens de células tumorais MCF-10A, MCF-7
e MDA-MB-231. Nanocristais de ZnO apresentam efeito antitumoral e ja sdo bastante
estudados, jd os nanocristais Simonkolleite vém sendo investigados na area de dispositivos
e seus efeitos fisicos e quimicos, e nao foi encontrado estudos bioldgicos e oncoldgicos.
Simonkolleite € um composto hidréxido de cloreto de zinco monohidratado, naturalmente
encontrado em minas Alemaes. Visando investigar os efeitos citotoxicos desses nanocristais
sozinhos e misturados (compdsitos), foram sintetizados esses nanocristais em laboratorio.
Estes experimentos tiveram como resultados a alta incidéncia de morte celular em altas
concentracdes de nanocristais (NCs) Simonkolleite e que em baixas concentracdes notou-se
a producdo de espécies reativas de oxigé€nio, para ter o mesmo efeito esperado de
citotoxicidade e produgdo de espécies reativas de oxigénio a concentracdo foi muito mais
alta do Zno e NCT que nos NCs de Simonkolleite. O Simonkolleite induz a producao de
ROS nas células tumorais € o mesmo parece estar associado aos eventos de apoptose

observados nesses experimentos.

Palavras-chave: Simonkolleite, Cancer de mama, Espécies reativas de oxigénio,

citotoxicidade.



ABSTRACT

In this study, we investigated the cytotoxic effect of nanocrystals of Simonkolleite and Zinc
Oxide (ZnO) as well as their nanocomposites (NCT) on tumor cells. This study is about
biological experiments with MCF-10A, MCF-7 and MDA-MB-231 tumor cell lines.
Nanocrystals of ZnO have an antitumor effect and are already well studied, since the nanocrystals
Simonkolleite have been investigated in the area of devices and their physical and chemical
effects, and no biological and oncological searchs have been found. Simonkolleite is a
hydrochloride compound of zinc chloride monohydrate, naturally found in German mines.
Aiming to investigate the cytotoxic effects of these single and mixed nanocrystals (composites),
these nanocrystals were synthesized in the laboratory. These experiments resulted in the high
incidence of cell death at high concentrations of Simonkolleite nanocrystals (NCs) and that at low
concentrations the production of reactive oxygen species was observed to have the same expected
effect of cytotoxicity and the production of reactive species of oxygen concentration was much
higher at Zno and NCT than at the NCs at Simonkolleite. Simonkolleite induces the production of
ROS in tumor cells and it seems to be associated with the apoptosis events observed in these

experiments.

Key words: Simonkolleite, Breast cancer, Reactive oxygen species, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

z

O cancer é a principal causa de morte e um dos maiores problemas de saide
encontrados ao redor do mundo atualmente, por conter vdrios fatores de riscos os quais
influenciam, por exemplo, fatores ambientais, culturais, genéticos e socioecondomicos. Entre
diveros tipos de tumores malignos, os mais frequentes sio de mama, prdstata, pulmio e
colorectal. (8,6%) (DE OLIVEIRA et al, 2015) (ESMAEILBEIG; KOUHPAYEH;
AMIRGHOFRAN, 2015) .

O cancer de mama mais usual em mulheres dos EUA, com cerca de 61.000 casos
de doenga in situ e 246.660 casos de doenga invasiva em 2016. J4 no Brasil foram
diagnosticados 600 mil novos casos, exceto o cancer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 180 mil casos novos), dentre eles 28,1% registrados no Brasil sdo de
mulheres com cancer de mama, com base Instituto Nacional de Cancer e Sistema de
Informagdes sobre Mortalidade. Portanto, menos de uma das seis mulheres diagnosticadas
com cancer de mama vao a 6bito; os homens representam 1% dos casos de cancer de mama
e mortes por cancer de mama. Na udltima década, as mulheres as quais abandonaram o uso
de hormonios pds-menopdusicos, a incidéncia de cancer de mama reduziu, mas nao aos
niveis observados antes do uso generalizado da mamografia de rastreamento. (Breast Cancer
Treatment (PDQ(R)): Health Professional Version, 2002)(INCA)

Os fatores de riscos mais frequentes para a progressao do cancer de mama sdo
o histérico de cancer de mama na familia(genético), muta¢do dos genes BRCAI e BRCA2 e
outros genes do cancer da mama de maior susceptibilidade, ingestdo de dlcool ou fumante,
menarca precoce, uso de terapia hormonal de estrogénio combinado com progestina, idade
mais avangada e exposicao a radiagdo nas mamas. As mutacdes no gene BRCAI usualmente
exibem um fenotipo basal, caracterizado pela auséncia da expressio proteica do receptor de
estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e/ou receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2), essas supressdes ou amplificacdes dos receptores sao vistos
em testes de progndsticos, como histologia convencional e imuno-histoquimica para sele¢ao
da terapia correta para determinado tipo de cancer de mama (Breast Cancer Treatment
(PDQ(R)): Health Professional Version, 2002)
De acordo com a mutagdo nos receptores o cancer de mama pode ser classificado em

trés: luminal A, luminal B, HER-2 / + e o triplo negativo (ER, PR e HER2 /- )(CHAVEZ;


http://www.inca.gov.br/wcm/outubro-rosa/2015/cancer-de-mama.asp

GARIMELLA; LIPKOWITZ, 2010) (Breast Cancer Treatment (PDQ(R)): Health
Professional Version, 2002).

Atualmente hd um aumento dos esforcos de pesquisa explorando o sistemas de
nanoparticulas (NP), exibindo materiais criados com efeitos terapéuticos promissores para o
tratamento de varios tipos de cancer em um unico “nanodrug”. Os NPs incluem aqueles com
nicleos fundamentais de moléculas organicas (por exemplo, dendrimeros, DNA, lipidios,
virus e micelas), moléculas inorganicas (por exemplo, 6xido de ferro, ouro, pontos quanticos,
nanotubos de carbono e fullerenos) ou um hibrido de dois ou mais destes componentes
(REVIA; ZHANG, 2016).

Nanoparticulas podem ser amorfas ou cristalinas, depende do grau de cristalinidade,
tendo como consequencia efeitos bioldgicos diferentes. Spond et al., demonstraram que
nanoparticulas amorfas sdo mais genotéxicas que as cristalinas(REIS; et al., 2015). Assim
neste trabalho estaremos utilizando nanoparticulas cristalinas, também denominadas como
nanocrsitais (Ncs)

Nanocristais sdo cristais na escala nanométrica (10-9 metro) com propriedades
estruturais dos cristais macroscépicos (angulos e distancias das ligacdes atdomicas) (JIN; et al.,
1995)

O Simonkolleite (Zn 5 (OH) 8 C12-H 2 O), é considerado um nanocristal inorganico e
foi obtido a partir do precursor de cloreto de zinco em 50% de metanol, resultado do
intempérie natural gerados nas escOrias de mina de Zinco (Zn) na regido alemad de
Michelsdorf, conhecido também de hidréxido de cloreto de zinco monohidratado; é um
produto da corrosdo do zinco e forma cristais hexagonais,tendo sua a¢do vista na drea de
dispositivos, anti-bacteriana,mas nao oncoldgica (LEE; KIM; KIM, 2017; MONIEM et al.,
2015).

Os nanocristalideos ZnO foram sintetizados por um método sonoquimico simples a
partir de um precursor de zinco (cloreto de zinco, acetato de zinco ou nitrato de zinco), nesse
caso derivado do NCs Simonkolleite, porém este Ncs j4 foi estudado anteriormente como um
alvo antibacteriano e anti cancerigeno promissor, por ter efeitos citotdxicos e na producdo de
espécies reativas de oxigénio, e por nao ser toxico as cé€lulas humanas sauddveis, enquanto
que o NCs Simonkolleite ainda ndo foi estudado sua citotoxicidade as células humanas
(GUNJAN; SAGAR, 2016; SIRELKHATIM; et al., 2015).

Com base nas vantagens dos nanocristais de ZnO e auséncia de estudos biologicos de
Simonkolleite, neste estudo serd investigado o efeito citotdxico desses nanocristais, bem

como seus nanocompdsitos (NCT) em células tumorais.



1.1 Justificativa

Uma vantagem importante do tratamento do tumor alvo é a redugdo da
citotoxicidade e genotoxicidade da substincia ativa para células sauddveis. Portanto, novas
modalidades de tratamento e com nanoparticulas, se tornando cada vez mais importantes na
terapia moderna contra o cancer e comecam a se destacar entre as terapias tradicionais
contra o cancer, como a radiacdo de quimioterapia e a cirurgia(GUNJAN; SAGAR, 2016).

Com a busca de novos tratamentos mais eficazes e seguros, se deu o interesse em
estudar o Simonkolleite, por ndo ter sido estudado anteriormente como tratamento
oncoldgico, sendo um grande desafio na pesquisa termoterapéutica pré-clinica de
nanocristais. O desenvolvimento de NPs para uso terdpico de doencas oncolégicas mostrou
grande progresso nas ultimas duas décadas (REVIA; ZHANG, 2016; BOGDAN; et al,
2017).

Por ndo ter sido analisado os seus efeitos em células tumorais e somente em efeitos
fisicos e quimicos, e compara-lo com outras NP como ZnO, ja estudado em outros artigos,
mas ndo comparado a outros NPs, se deu essa importacia a ao Simonkolleite para os estudos

de novas formas de tratamento oncolégico (FENG; et.al., 2016).



2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos citotoxicos dos NCs de Simonkolleite, ZnO, bem como seus

nanocompdsitos em células tumorais mamadrias in vitro.

2.1 Objetivo especifico

1. Avaliar os efeitos citotoxicos de NCs de Simonkolleite e de ZnO bem como
seus nanocompodsitos nas linhagens células de cancer de mama MCF-7 e MDA-

MB-231 e MCF-10A.

2. Avaliar producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no tratamento com NCs

Simonkolleite ou ZnO e nanocompdsitos em células in vitro .



3. METODOLOGIA

3.1 Cultura de células

Nesse estudo, foram utilizadas duas linhagens de células epiteliais tumorais de
mama humana, a MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) que ¢ uma linhagem tumoral
invasiva e MCF-7 (ATCC® HTB-22™) que ¢ uma linhagem tumoral pouco invasiva € uma
linhagem ndo tumoral de célula epitelial maméria MCF-10A.

MDA-MB-231 com origem de Homo sapiens, de glandula mamaria, derivado do
local metastitico de derrame pleural, do tipo epitelial, cresce em meio semi-solido,
aderente e em camundongos nude e BALB /C (Sigma-Aldrich). No seu cultivo foi usado
meio DMEM, suplementados com 5% de soro fetal bovino (SFB) sem exossomos, 100
unidades/mL penicilina, 78 unidades/mL estreptomicina e 1.2 mg/mL bicarbonato de sédio.

MCEF-7 de origem de Homo sapiens, glandula maméria, derivado do local
metastatico: derrame pleural do adenocacinoma de humanos, célula aderente (Sigma-
Aldrich). Esta linhagem células foi suplementada com meio RPMI 1640 com 5% de soro
fetal bovino (SFB) sem exossomos, 100 unidades/mL penicilina, 78 unidades/mL
estreptomicina e 1.2 mg/mL bicarbonato de sddio.

MEFC-10A sao células epiteliais de mama imortalizadas ndo-tumorigénicas, em
condi¢des de cultura de tecido que imitam o ambiente tumoral. Vem de origem Homo
sapiens, célula do tipo epitelial de tecido de glandula mamaria, de doenga fibroquistica,
cresce em meio semi-solido sendo aderente (Sigma-Aldrich). Sua cultura foi feita com
meio DMEM FI12 com 5% de soro fetal bovino (SFB), 100 unidades/mL penicilina, 78
unidades/mL estreptomicina, 1.2 mg/mL bicarbonato de sédio, hidrocortisona (0,5 pg/ml),
insulina (10 pg/ml) e fator de crescimento - EGF (20 ng/ml).

3.2. Determinacao da densidade celular

A contagem de células foi observada utilizando a técnica de exclusdo de azul



trypan, na qual as células ndo vidveis adquirem uma colora¢do azulada. O experimento
foi realizado antes do plaqueamento para considerar somente a densidade de células
vidveis. Para tal, recolheu-se uma amostra de célula em suspensdo e diluiu em azul
trypan a um tubo de eppendorf com dilui¢do de 1:1, tendo assim um fator de dilui¢do
(FD) de 2x. A mistura depois de homogeneizada foi colocada na camara de Neubauer
observada ao microscépio 6ptico. A determinacdo da densidade celular pelo método de

exclusdo de azul trypan foi feita através da expressao definida pela seguinte equagao:

4 campos de células contadas X FD 4

Densidade celular = 4 x10

3.3 Sintese e caracterizacao dos nanocristais e nanocompositos
Os nanocristais ou nanocompdsitos foram sintetizados e caracterizados no Laboratério
de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores (LNMIS), Instituto da Fisica, Universidade
Federal de Uberlandia, 38408-100 Uberlandia, MG, Brasil; em uma concentracdo de 1,2
mg/ml. Foram sintetizados trés tratamentos: 1) Nanocristais Simonkolleite apresentam
tamanhos de 24nm, usadas para tratamento de c€lulas tumorais em mama, 2) Nanoparticula
NCT, apresenta a maior parte de nanocristais de 20% Simonkolleite e pequena parte de
nanocristais de 6xido de zinco; também para estudos do efeito nas células tumorais e 3)
Nanoparticula ZnO, apresenta apenas nanocristais de 6xido de zinco de tamanho maior de

S5nm.

Foram realizada as concentracOes finais desses NCs e nanocompdsitos: 120ug/ml,
60ug/ml, 30ug/ml e 15ug/ml com o meio RPMI ou DMEM com 2,8% de soro bovino fetal

para os experimentos.

3.4 Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular

Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular t€ém o objetivo de testar a atividade
citotoxica de vdrios tipos de compostos, solucdes e materiais em diferentes tipos celulares.
O teste do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} € um teste

colorimétrico  usado  para  avaliar a  viabilidade celular, por  meio



da metabolizacdo desse composto pelas mitocOndrias, transformando-se de um composto de
coloragdo amarela em um composto de coloracdo azul escuro, refletindo no estado funcional
da cadeia respiratoria.

Para o preparo da solucdo, 5 mg da solu¢do em p6 MTT (SIGMA) serd diluida em 1
mL de PBS.

No primeiro dia, as células foram semeadas em placas de 96 pocos utilizando uma
densidade 1x10*/poco e incubadas por 24 horas em 200uL de meio de cultura mais 2,8% de
soro bovino fetal.

Depois de incubadas, foi feito o controle (sem adicao de nanocristais) e foi aplicado
o tratamento como descrito no tépico 3.3 com 20uL de tratamento em 180uL. de meio de
cultura mais 2,8% de soro bovino fetal, deixando em uma placa por 48 horas e em outra por
72 horas, mantidas em humidade relativa a 37 ° C com 5% de CO 2. Cada concentragdo das
nanocristais foram em triplicado.

Ap6s 48 e 72 duas horas, removeu-se o controle e o tratamento com 0 meio com as
nanocristais e adicionou 90uL de meio com 10% de soro bovino fetal, e 10uL de MTT (5
mg/ml),foi colocado na estufa com papel aluminio revestindo a placa por 4 horas horas a 37
°C. Posteriormente, foi retirado esse meio com MTT e adicionado 100 uL de SDS com
CDMF.

Foi analisado no aparelho GloMax, em leitor de placa de ELISA, com comprimento
de onda de 560nm.

A concentragao de inibi¢cdo de crescimento de 50% (IC 50 ) foi calculado a partir de

uma curva de dose-resposta representada graficamente pelo programa GraphPad Prisma.

3.5 Producao de espécies reativas de oxigénio

A producdo intracelular de ROS foi medida utilizando a sonda diacetato de
2’,7’diclorodihidrofluoresceina (DCFH2-DA) com o método sugerido pelo fabricante
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). As células foram plaqueados em placa de 12 pocos
com 1 x 10° células/pogo em 800uL com RPMI suplementado com 2,8% SFB e foram
estimuladas com o tratamento como descrito em 3.3, foi feito o branco, os controles

positivos sem tratamento com células vivas, todos em triplicata.



Ap6s 48 e 72 horas armazenou o sobrenadante em um ependorf os pogos foram
tripsinizadas e as células desaderidas foram aliquotadas no mesmo epdendorf com o
sobrenadante, para analise de células em ROS. Em seguida, foram adicionados 90 ul de
PBS contendo 10 uM DCFH2-DA no ependorf por 60 min. a 37°C, no escuro. Depois do
tempo de incubacdo da sonda, a leitura da intensidade de fluorescéncia foi analisada no
Citometro Cytoflex. As células foram excitadas no laser 488 nm e a fluorescéncia emitida

em 525 nm no canal FITC.

3.6 Analise estatistica

O processamento e a andlise de dados foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para correlacionar as
concentragdes aos controles e as caracteristicas tumorais foram utilizados o Teste Anova

one-way. E realizou o teste t para analisar as varidveis em cada grupo.

3.7. Financiamento
Este estudo recebeu suporte financeiro da FUNDACAO DE AMPARO A
PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS (FAPEMIG). Além disso, o estudo sera

realizado no Laboratério de Imunologia e Parasitologia.



4. RESULTADOS

Observou-se que a viabilidade celular no tratamento com Simonkolleite e suas
concentragdes, foram estatisticamente significativas e com porcentagens de viabilidade
menores que ao compararmos ao controle, consequentemente as concentragdes tem uma
citotoxicidade maior, observa-se maior estd diferenca entre controle e a maior concentra¢ao
120 pg/ml (Fig. 1 e 2)

Além disso, ao compararmos as concentracdes entre Si, a concentracao
15pug/ml também foi estatisticamente significativa ao compararmos ao controle, e obteve
maior porcentagem de viabilidade celular ao compararmos com as concentragdes 60 e 120
pg/ml, concluindo que a citotoxicidade € proporcional ao aumento da concentracdo de
Simonkolleite (Fig. 1, 2 e 3).

Com o intuito de determinar a citotoxicidade, realizou-se experimentos com 72 horas
com dilui¢des seriadas do Simonkolleite e nanocompostos 120ug/ml, 60ug/ml 30ug/ml e
15ug/ml, sendo que a concentracdo de 120ug/ml foi a que mais reduziu a viabilidade celular
com tratamento do Simonkolleite, comparada ao controle. No caso da de 15ug/ml obteve-se
uma maior diferenca estatistica de viabilidade celular entre os tratamentos. Na andlise
ANOVA one-way sobre a citotoxicidade das nanopaticulas revelou um efeito principal
significativo da exposicdo ao Simonkolleite ( p < 0,0001) em comparacdo com o grupo
controle. A administragdo de diferentes doses de Simonkolleite (120pug/ml, 60ug/ml,
30ug/ml e 15pug/ml) apresentou efeito significativo quando comparado com o grupo
controle. A administracdo de 1000 ndo houve diferenca significativa ( p>0,05), porém o
250 nos tratamentos de 120pg/ml, 60ug/ml e 30ug/ml, houveram diferenca significativa

(p= 0,0005). Demonstrando no grifico essa diferenca de valores entre as
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concentracdes(Fig.1).
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Figura 1: Padronizacdo do ensaio de citotoxicidade (MTT) ) em linhagem celular de MCF-7
durante 72 horas, tratados com Simonkolleite, ZnO e NCT, com concentracdes como descrito

em 3.3.

Legenda:*, p<0,05 entre o tratamento SM e ZnO e¢ SM e NCT em 15pg/ml; SM, Tratamento
com a nanoparticula Simonkolleite; NCT, tratamento com Simonkolleite e pequena parte de
nanocristais de 6xido de zinco; ZnO, tratamento de apenas nanocristais de 6xido de zinco de
tamanho maior; em concentragdes 120pug/ml, 60pg/ml, 30pug/ml, 15pug/ml, demonstrando a %

de viabilidade celular apds esse tratamento de 72 horas.

Com o propésito de determinar a citotoxicidade, realizou-se experimentos com
dilui¢gdes seriadas do Simonkolleite € nanocompostos 120pg/ml, 60pug/ml 30pg/ml e 15pg/ml,
sendo que a concentragdo de 120pug/ml foi a que mais reduziu a viabilidade celular com
tratamento do Simonkolleite, comparada ao controle. No caso da de 30pg/ml obteve-se uma
maior diferenga estatisica de viabilidade celular entre os tratamentos. Na andlise ANOVA
one-way sobre a citotoxicidade das nanopaticulas revelou um efeito principal significativo da
exposi¢do ao Simonkolleite ( p <0,05) em comparagdo com o grupo controle. A administragao

de diferentes doses de Simonkolleite (120pg/ml, 60pug/ml, 30ug/ml e 15ug/ml) apresentou
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efeito significativo quando comparado com o grupo controle. A administragdo de 1000 e 250,
ndo houveram diferenca significativa com p<0,05, das concentra¢des comparadas ao

controle. Em 48 horas de tratamento nio revelou diferenga significativa (Fig.2)
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Figura 2: Padronizagdo do ensaio de citotoxicidade (MTT) ) em linhagem celular de MDA-
MB 231 durante 72 horas, tratados com Simonkolleite, ZnO e NCT, com concentragdes como

descrito em 3.3.

Legenda: *, p<0,005 entre o tratamento SM e ZnO e em 30ug/ml ; SM, Tratamento com a
nanoparticula Simonkolleite; NCT, tratamento com Simonkolleite e pequena parte de
nanocristais de 6xido de zinco; ZnO, tratamento de apenas nanocristais de 6xido de zinco de
tamanho maior; em concentragdes 120pg/ml, 60pg/ml, 30png/ml, 15pg/ml, demonstrando a %

de viabilidade celular apds esse tratamento de 72 horas.
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Com a intengdo de determinar a citotoxicidade, realizou-se experimentos com
dilui¢gdes seriadas do Simonkolleite € nanocompostos 120pug/ml, 60pug/ml 30pug/ml e 15pg/ml,
sendo que a concentracdo de 120pg/ml foi a que mais reduziu a viabilidade celular com
tratamento do Simonkolleite, comparada ao controle. No caso da de 15pg/ml obteve-se uma
maior diferenga estatistica de viabilidade celular entre os tratamentos. Na andlise ANOVA
one-way sobre a citotoxicidade das nanopaticulas revelou um efeito principal significativo da
exposicdo ao Simonkolleite (p< 0,0001) em comparagdo com o grupo controle. A
administracdo de diferentes doses de Simonkolleite (120pug/ml, 60pg/ml, 30pg/ml e 15pg/ml)
apresentou efeito significativo quando comparado com o grupo controle. A administragdo de
1000 ndo houve diferencga significativa ( p > 0,05), porém o 250 nos tratamentos de 120ug/ml,
60pg/ml e 30pg/ml, houve diferenga significativa ( p= 0,0005). Demonstrando no gréfico

essa diferenca de valores entre as concentragoes.
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Figura 3: Padronizacdo do ensaio de citotoxicidade (MTT) em linhagem celular de MCF-10A
durante 72 horas, tratados com Simonkolleite, ZnO e NCT, com concentracdes como descrito

em 3.3.

Legenda: **, p<0,0001; *, p<0,05; SM, Tratamento com a nanoparticula Simonkolleite; NCT,

tratamento com Simonkolleite e pequena parte de nanocristais de 6xido de zinco; zNo,
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tratamento de apenas nanocristais de 6xido de zinco de tamanho maior; em concentragcdes
120pg/ml, 60pg/ml, 30ug/ml, 15ug/ml, demonstrando a % de viabilidade celular apds esse
tratamento de 72 horas.

Na figura a seguir mostra o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem
celular MCF-7 tratados com os nanocristais por 48 horas, com concentragdes como descrito
em 3.3. A andlise ANOVA unidirecional sobre os niveis de espécies reativas ao oxigénio
revelou um efeito significativo da exposi¢cdo aos NP Simonkolleite, ZnO e NCT (p < 0,0001)
em comparagdo com o grupo controle, tendo mais produgdo de ROS significativamente nas
concentragdes 15ug/ml para NCs de Simonkolleite, 120pug/ml para a NCT e 120pg/ml e
30pg/ml para NCs de ZnO (Fig. 4).
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Figura.4 Nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem celular MCF-7 tratados

com a nanoparticula Simonkolleite por 48 horas.

Legenda:**, p<0,005; ***, p<0,0005; SM, Tratamento com a nanoparticula Simonkolleite;
NCT, tratamento com Simonkolleite € pequena parte de nanocristais de 6xido de zinco; ZnO,
tratamento de apenas nanocristais de 6xido de zinco de tamanho maior ; em concentracdes
120pg/ml, 30pg/ml, 15pg/ml, demonstrando a unidades relativas de fluorescéncia relativa da

espécie reativa de oxigénio
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Ja na figura 5 mostra também a produgdo de ROS, porém em linhagens de MDA-MB
231. A andlise ANOVA unidirecional sobre os niveis de espécies reativas ao oxigénio revelou
um efeito significativo a exposi¢do aos NP’s Simonkolleite, ZnO ¢ NCT (p = 0,0004) em
comparagdo com o grupo controle, sendo a producdo maior de ROS significativamente
estatistica nas concentragdes 120pg/ml para Simonkolleite, 120ug/ml e 30pg/ml para a NCT
e 30pug/ml para NCs ZnO.

150 5

100 -

RFU

Figura 5. Nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem celular MDA-MB 231

tratados com a nanoparticula Simonkolleite por 48 horas.

Legenda:*, p<0,05; SM, Tratamento com a nanoparticula Simonkolleite; NCT, tratamento
com Simonkolleite e pequena parte de nanocristais de 6xido de zinco; ZnO, tratamento de
apenas nanocristais de 6xido de zinco de tamanho maior ; em concentragdes 120pg/ml,
30pg/ml, 15pg/ml, demonstrando a unidades relativas de fluorescéncia relativa da espécie

reativa de oxigénio.

A andlise ANOVA one-way sobre os niveis de espécies reativas ao oxigénio revelou um

efeito de alta producido de ROS significativamente na exposi¢do aos NCs de Simonkolleite,



15

NCT e ZnO (p < 0,0001) em comparagdo com o grupo controle, sendo significativamente
maior a producio de ROS nas concentragdes 15pug/ml e 30pg/ml para Simonkolleite, 30pug/ml
para a NP 250 e 120png/ml e 30pg/ml para NP 1000.
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Fig.6 Mostra o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em linhagem celular MDA-MB-
231 tratados com a nanocristais de Simonkolleite, NCT e ZnO por 72 horas

Legenda: SM, Tratamento com a nanoparticula Simonkolleite; NCT, tratamento com
Simonkolleite e pequena parte de nanocristais de 6xido de zinco; ZnO, tratamento de apenas
nanocristais de 6xido de zinco de tamanho maior ; em concentragdes 120pg/ml, 30pg/ml,
15png/ml, demonstrando a unidades relativas de fluorescéncia relativa (RFU) da espécie

reativa de oxigénio.
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5. DISCUSSAO

Experimentos de artigos relataram que os NCs de ZnO exerceram efeito citotéxico
em vdrias linhas celulares de glioma humano (A172, U87, LNZ308, LN18 e LN229), o que
também foi visto nesse estudo, mas com cé€lulas MCF-7 e MDA-MB 231, sendo a MCFE-7
mais sensivel aos tratamentos, porém nota-se que as células foram mais sensiveis as NCs
Simonkolleite, que nos outros tratamentos, o somente com ZnO e NCT (OSTROVSKY et
al., 2009).

Moratin et al., 2017 também fizeram estudos com ZnO, seus resultados mostraram
uma reducdo significativa na viabilidade celular, bem como o aumento dependente da dose e
do tempo de células apoptdticas apds o tratamento com nanocristais.

Em Estudos de Akhtar et.al mostraram a interferéncia do ZnO na viabilidade celular
através da morte células cancerosas, mas isso ndao ocorre em células normais. No nosso
estudo ocorreu a morte de células ndo tumorais MCF-10A, porém somente em altas
concentragdes e com a NCs Simonkolleite pela alta citotoxicidade comparado ao ZnO
(Fig.3). No entanto, em ensaio de MTT os resultados com Ncs de Simonkolleite, os quais
foram transformados em ZnO nao obtiveram tanto resultado significativo a citotoxicidade
que ao compararmos com o NCs de Simonkolleite, demonstrado assim, que o Simonkolleite
tem maior eficidcia contra o tumor do que o ZnO, porém mais citotéxico as células
sauddveis, sendo necessdrio reduzir a concentragdo para ter uma citotoxicidade as células
tumorais, mas nao as nao tumorais, encontrando assim nas analises um valor de 50% de
letalidade das células tumorais.

Além da citotoxicidade analisou o indice de letalidade de 50% das células,
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notando que as células de linhagem MCF-7 com o tratamento, por ser mais sensivel a droga
precisa de uma concentracdo entre 28ug/ml e 50ug/ml de NCs de Simonkolleite para matar
50% das células em 72 horas, porém com os outros tratamentos ndo se atingiu um valor
esperado e sim maior que 200ug/ml.

Na MDA-MB 231 por ser menos sensivel ao tratamento e mais invasiva
obtivemos um valor de IC50 maior que da MCF-7, de 140 4 171 pg/ml.

Em células ndo tumorais o IC 50 do NCs de Simonkolleite foi bem maior que
das células tumorais 249 e 235ug/ml para 48 horas de tratamento e 270 e 237ug/ml para72
horas de tratamento, mostrando que o NCs de Simonkolleite ndo é tdo danoso as células nao
tumorais, podendo assim usar um valor a baixo do IC50 das células ndo tumorais, que nao
ird prejudica-las, mas que cause a morte ou apoptose das células tumorais

A eficécia terapéutica com nanocristais anticancerigenos como NCs de Simonkolleite
¢ limitada devido a sua toxicidade evidente na linhagem MCF-10A (ndo tumoral). Sendo
assim crucial desenvolver uma concentracdo similar ao IC50 das células tumorais, mas que
seja possivel matar tanto as células MDA-MB 231 quanto MCf-7, sem ser danoso a
linhagem nao tumoral.

Wahab et al. relataram que as células MCF-7 que foram tratadas com NP ZnO
mostraram uma indugdo significativa da apoptose. Isto foi demonstrado pelo fato de que
aproximadamente 26% das células tratadas apareceram na fase sub-G 1 do ciclo celular, em
comparagao com 2,8% das células de controle ndo tratadas. O aumento da concentragcdo de
nanocristais melhorou o grau de apoptose.

Os desenvolvimentos atuais na pesquisa do cancer sugerem que uma série de
estimulos apoptéticos compartilham caminhos mecanicos comuns caracterizados pela
geracdo de ROS através do estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigé€nio mais
comumente produzidas sio, o radical superéxido (O 2- ), per6xido de hidrogénio (H2 O 2),
e o radical hidroxilo (OH), o que causa danos aos componentes celulares, incluindo DNA e
proteina. (AKHTAR et al., 2012).

Em estudos de Akhtar (2012) o NP ZnO induziu niveis de oxidantes ROS, sugerindo
que os NP de ZnO induzem a apoptose em células cancerosas, como mostrado no nossos

experimentos (Fig. 4,5, € 6).
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No presente estudo, as NP de ZnO e NCT alteraram significativamente o estado
oxidante / antioxidante das células de cancer MCF-7, porém em altas concentracdes, a
combinacdo de NP.

Zn0O e NCs de Simonkolleite foi significativamente maior que os controles somente
em 120pug/ml, e no tratamento de cristais de ZnO a produgcdo de ROS foi aumentada
proporcionalmente a concentracio, sendo assim mais quantidade de ROS em 120ug/ml que
em 30ug/ml, nos tratamentos com NCs de Simonkolleite, nota-se um aumento significativo
de ROS em concentra¢des menores de NCs de Simonkolleite (15ug/ml). Confirmando assim
a producdo de ROS, mais eficaz da NCs Simonkolleite, pois 15ug/ml da NP ja seria o
suficiente para produ¢do de ROS, consequentemente, induzindo apoptose de células
tumorais (Fig.4).

Por ser menos sensivel aos NCs e mais invasiva, foi feito 48 horas e 72 horas
de tratamento para MDA-MB 231, para notar se hd diferencas em dose-tempo. Observa-se
que, os resultados de producdo de ROS de 48 horas foram mais significativos as NCs de
NCT e somente ZnO sozinho, os quais, a menor de 30ug/ml de concentracdo de NCs ja seria
necessario para produzir ROS, porém isso ndo ocorreu com a NCs de Simonkolleite, o Ncs
de Simonkolleite precisou de uma concentracio maior de 120ug/ml para induzir ROS
(Fig.5). Os resultados de 72 horas de tratamentos foram mais significativos para todos os
tratamentos, sendo a produgcdo de ROS mais significativa em 30upg/ml para todos os
tratamentos (Fig.6), nao havendo grande diferenca entre os tratamentos nessa concentragao,
mas comparando entre os tratamentos, a concentracdo 120ug/ml foi significativamente
diferente entre os tratamentos, reduzindo a produ¢do de ROS de acordo com o aumento da
concentragdo para 120ug/ml, com excecao do tratamento que apresenta somente ZnO.

No nosso estudo ainda nio tem a via esclarecida, o qual o ROS atua para induzir
apoptose. Por artigos estudarem mais sucintamente qual via atuam as NCs, se planeja
futuramente em experimentos, realizar estudos com anticorpo anti-caspase e anti-Bax ou

anti-Bcl-2 para se descobrir a via em que a NCs atua.
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6. CONCLUSAO

Nesse presente estudo, notou-se maior citotoxicidade e maior produg¢do de ROS na
linhagem MCF-7, sendo considerada mais sensivel ao tratamento de Simonkolleite. Porém
na linhagem tumoral MDA-MB 231, notou também uma citotoxicidade e aumento de ROS,
todavia, em um maior tempo com o tratamento, e a producdo de ROS, ndao foi tdo
discrepante entre os tratamentos ao comparar o NCs de Simonkolleite as outras variagdes de
tratamento.

Concluimos que o resultado esperado de citotoxicidade e produ¢cdo maior de ROS foi
obtido, porém na linhagem menos sensivel aos NCs de Simonkolleite ndo atingiu as
expectativas de aumentar o ROS e ter uma alta citotoxicidade maior que das outras varidveis

de tratamento.
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