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RESUMO

O cancer esta entre uma das principais causas de morte no mundo e estudos
envolvendo nanoparticulas para seu tratamento cada vez mais se destacam no
cenario internacional, principalmente, devido a suas caracteristicas unicas de
carreamento e entrega controlada de medicamentos. Dados recentes mostram
que o extrato de polpa de guavira (EPG) apresenta atividade antitumoral
promissora contra melanoma induzido em camundongos, porém sua
insolubilidade no meio biolégico mostrou-se um obstaculo para aplicacdes
praticas. Este trabalho tem por objetivo a sintese de nanoparticulas de silica
(SiO2NPs) e sua utilizagdo como carreador de EPG em solucdo aquosa
visando o desenvolvimento de um novo material compdsito antitumoral. As
SiO;NPs foram sintetizadas através do método de Stober modificado e
apresentaram morfologia esférica com tamanhos de aproximadamente 100 —
200 nm, em regime de monodisperséo. SiO,NPs puras e funcionalizadas com
grupamentos amino (f-SiO,NPs) foram impregnadas com EPG até as
concentracfes de 76,32% e 68,50% em massa, respectivamente. Concluiu-se,
portanto, que ambas NPs foram capazes de carrear o EPG, porém o processo
foi mais eficiente para o caso nado-funcionalizado. O EPG puro apresentou
atividade antiproliferativa contra as linhagens celulares B16-F10, MCF-7 e
NHI/3T3, com Glso de 16,17, 17,90 e 24,98 ug.mL™, respectivamente, ao passo
gue as amostras SiO;NPs e f-SiO,NPs, sem adicdo de EPG, apresentaram
valores de Gls; superiores a 250 pg.mL?. Os testes de atividade
antiproliferativa in vitro para os compdsitos apresentaram efeito inibitério na
linhagem B16-F10, onde os compositos SiO,NPS/EPG e f-SiO,NPs/EPG
resultaram em Glso de 66,67 e 82,06 pg.mL™, respectivamente, o que indica
que nestas concentracfes estes compdésitos possibilitaram a inibicdo de 50%
do crescimento celular. Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho
mostraram a obtencdo de um novo material compdésito, simples e de baixo
custo, possuindo propriedades especificas para inibir a proliferacdo de células
tumorais através do carreamento em meio aquoso do composto ativo EPG.

Palavra Chave: Cancer; Melanoma; Nanoparticulas de SiO,; Extrato de polpa

de Guavira; Nanocarreadores.



ABSTRACT

Cancer is among the leading causes of death in the world and studies involving
nanoparticles for its treatment are increasingly highlighted in the international
scenario, mainly due to its unique characteristics of carrying and controlled
delivery of drugs. Recent data show that guavira pulp extract (EPG) has
promising antitumor activity against melanoma induced in mice, but its
insolubility in the biological environment evidenced to be an obstacle for
practical applications. This work aims at the synthesis of silica nanoparticles
(SiIO2NPs) and its use as carrier of EPG in aqueous solution aiming at the
development of a new antitumor composite material. SiO,NPs were synthesized
using the modified Stéber method and presented spherical morphology with
sizes of approximately 100 - 200 nm, in a monodispersion regime. SiO,NPs
pristine and amino-functionalized (f-SiO,NPs) were impregnated with EPG up to
concentrations of 76.32% and 68.50% by mass, respectively. Therefore, it was
concluded that both NPs were able to carry the EPG, but the process was more
efficient for the non-functionalized case. Pure EPG showed antiproliferative
activity against B16-F10, MCF-7 and NHI/3T3 cell lines, with Glso values of
16.17, 17.90 and 24.98 ug.mL™, respectively, while the SiO;NPs and f-SiO;NPs
samples, without the addition of EPG, presented Glso values above 250 pg.mL’
! The in vitro antiproliferative activity tests for the composites showed an
inhibitory effect on the B16-F10 strain, where the SiO,NPs/EPG and f-
SiO;NPs/EPG composites resulted in Glsg values of 66.67 and 82.06 pg.mL-1,
respectively, which indicates that at these concentrations these composites
enabled the inhibition of 50% of cell growth. Thus, the results obtained in this
work showed the obtention of a new, simple and low cost composite material
having specific properties to inhibit the proliferation of tumor cells by carrying
the active compound EPG in aqueous medium.

Keywords: Cancer; Melanoma; SiO, Nanoparticles; Guavira Pulp Extract;

Nanocarriers.
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1 - INTRODUCAO

O céancer esta entre uma das principais causas de mortes no mundo.
Estima-se que até o ano de 2030, 21 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas
com esse problema e, desse total, 13,2 milhdes de mortes poderdo ocorrer.* A
busca pela cura do cancer € emblematica, uma vez que, a doenca é agressiva
e muitas vezes letal. Por isso véarias pesquisas estdo em andamento em todo
mundo para encontrar formas de tratamento para os varios tipos de cancer
existentes. Alguns estudos referem-se ao uso de compdsitos que atraves da
unido de duas fases, que possuem propriedades diferentes, imprimem novas
caracteristicas, ou seja, material de melhor qualidade.?

A guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg) é uma fruta
do cerrado bastante consumida e bem conhecida na regido Centro-Oeste
brasileira.> O extrato de polpa de guavira (EPG) possui diversos nutrientes,
destacando-se os flavondides que, além de contribuir para a saide humana,
apresentam elevadas propriedades farmacologicas (quimiopreventiva e
guimioterapéutica) e apresentam resultados significativos em pesquisas de
combate ao melanoma, um dos tipos de cancer de pele. A doenca destaca-se
pela agressividade e pelas poucas opc¢des de tratamento. Assim, pode-se
afirmar que a EPG é um agente promissor no tratamento do cancer tipo
melanoma.*®

No entanto, a insolubilidade do EPG no meio biolégico mostrou-se um
obstaculo para aplicacGes praticas. Por outro lado, materiais nanoparticulados
tém sido propostos no encapsulamento e/ou carreamento e liberacéo
controlada de farmacos (drug delivery) em contrapartida ao problema da
insolubilidade.®’

Diante deste cenario, fica evidente a importancia do emprego de
nanoparticulas (NPs) como carreadores de EPG, ja que com o elevado avanco
da nanotecnologia, a incorporacdo de componentes bioldégicos a nanomateriais
tornou-se viavel.® Estudos sobre nanoparticulas de silica (SiO,NPs) tém
demonstrado que estes materiais sdo excelentes matrizes para o carreamento
de componentes bioativos com potencial antitumoral.” Portanto, este trabalho

tem por objetivo a sintese SiO,NPs e sua utilizacdo como carreador de EPG
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em solucdo aquosa visando o desenvolvimento de um novo material compadsito
antitumoral ativo e eficaz.

No presente trabalho foram produzidas SiO,NPs pelo método de Stbber
modificado.® A partir da sintese, foram avaliadas suas propriedades
morfologicas, opticas, térmicas, estudo da adsorcdo do EPG nas SiO,NPs e
realizado testes in vitro.

Esta tese estd organizada por secBes, onde na secdo 2 esti
apresentada a revisdo bibliografica a respeito do cancer, guavira
(Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg) e das SiO;NPs, a fim de
contextualizar o presente trabalho. A seguir, nas secdes 3, 4 e 5, sdo descritos
0S objetivos, métodos experimentais empregados e caracteriza¢gdes utilizadas,
respectivamente.

Ja na secdo 6 sdo apresentados os resultados de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), Potencial Zeta
(PZ), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia na Regido do Ultra-Violeta e do Visivel (UV-Vis), Analise
Termogravimétrica (TGA/DTG), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) e
0s testes in vitro com células Melanoma Murino (B16-F10), Adenocarcinoma de
Mama (MCF-7) e Fibroblasto Murino (NHI/3T3).

Ao término, sdo apresentadas as conclusdes e referéncias bibliograficas

empregadas.
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2 — REVISAO TEORICA

2.1 — CANCER

O céancer esta entre uma das principais causas de mortes no mundo.
Estima-se que até o ano de 2030, 21 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas
com esse problema e, desse total, 13,2 milh6es de mortes poderdo ocorrer,
conforme dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS).*

A palavra cancer origina-se do latim cancer que denota de “caranguejo”,
ou seja, devido ao seu crescimento infiltrante pode-se comparar as pernas do
crustaceo. Entretanto, cancer, referencia ao termo neoplasia, sendo este o
nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas pela
reproducao celular desordenada (associadas ao DNA) que invadem Orgaos e
tecidos, podendo propagar-se para outras regides do corpo.*®

O céancer ocorre em trés estagios bem determinados: 1) estagio inicial,
onde tém-se modificacdes em alguns genes; 2) estagio de mutacado, no qual
as células benignas séo transformadas em células malignas, de forma lenta ou
gradual e; 3) estagio de progressao, que caracteriza-se pela multiplicacao
descontrolada das células, sendo este um processo irreversivel, devido ao
crescimento rapido, invasdo de tecidos e 6rgdos e metastases. Apos 0s trés
estagios, com o céancer ja instalado, ocorre o surgimento das primeiras
manifestacdes clinicas da doenca.'

As principais abordagens teurapéuticas que vém sendo empregadas
sdo as cirurgias, radioterapia e quimioterapia. A cirurgia, além da erradicacéo
do problema por meio da remocéo do tumor, tem como objetivo 0 aumento da
qualidade de vida dos portadores de tumores. A radioterapia, € um tratamento
que utiliza radiacbes ionizantes que destr6i ou impedem que as células
tumorais se desenvolvam. A quimioterapia foca em atacar pequenos agregados
de células tumorais, tumores primarios e metastases, pois essas células sdo
mais propensas a acao de drogas por apresentarem taxa de crescimento mais
elevada que as células saudaveis.*?*

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser internas ou externas.
Cerca de 80% a 90% dos casos estdo associados a fatores ambientais
(radiacdo UV e poluentes), mas também pode ocorrer devido aos habitos

alimentares e por fatores hereditarios.’* Alguns desses fatores sdo bem
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conhecidos, tais como: cancer de pulméo ocasionado pelo cigarro, alguns virus
que podem ser causadores da leucemia e a exposi¢ao excessiva ao Sol que
pode causar o cancer de pele. Assim, um dos tipos de cancer mais comum e
gue deve receber bastante atencéo € o cancer de pele. Além da causa ser um
fator externo, exposicao a radiacao solar, ele representa 25% dos diagnosticos

de cancer nos centros de saude.
2.1.1 - CANCER DE PELE - MELANOMA

O cancer de pele é classificado como a neoplasia de maior incidéncia
em todo o mundo, sendo definido pelo desenvolvimento descontrolado e
anormal das células que compde a pele. Essas células formam camadas e,
conforme as que forem sendo afetadas, sdo determinados os diferentes tipos
de cancer. Dentre os diversos tipos de cancer existentes, o cancer de pele se
caracteriza de duas formas: ndo melanoma e melanoma.*®

O tipo de cancer mais frequente é o ndo melanoma e apresenta-se sob a
forma de Carcinoma Basocelular (CBC) e Carcinoma Espinocelular (CEC) com
70% e 25% dos casos, respectivamente, conforme dados do Instituto Nacional
do Cancer (INCA).! Apesar de grande incidéncia, ambos apresentam baixa
taxa de mortalidade, ou seja, quando diagnosticados no estagio inicial possuem
elevado indice de cura. Entretanto, o melanoma — que representa 5% total de
canceres de pele — € um tipo de céancer bastante raro, agressivo, dificil
tratamento e a medida que a doenca vai avancando, sem o devido tratamento,
pode levar o paciente & 6bito.*°

A palavra melanoma deriva do grego melas - significa escuro, negro - e
o sufixo oma — tumor. Vale ressaltar que, apesar de seu rapido avanco, o
melanoma predomina principalmente em pessoas caucasianas que contém
uma quantidade elevada de feomelanina do que eumelanina sendo que essa
altima confere uma maior protecdo contra a formacéo de melanoma, podendo
ocorrer em varios tecidos, tais como: tecido nervoso central, globo ocular, tubo
digestivo e, principalmente, a pele.’

A estimativa para 2030 € de 351 mil casos de pessoas acometidas pelo
melanoma em nivel mundial com mortalidade de 88 mil, sendo que destes

casos, 10 mil ocorrerdo no Brasil e 3 mil mortes irdo ocorrer, ou seja, isto
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representa que quando diagnosticado de forma tardia pode chegar a 30% de
mortes.’

O melanoma é uma doenca que se caracteriza em 4 diferentes estagios:
1) estagio 0 o melanoma se apresenta superficialmente na pele; 2) estagio | e
Il ocorre a penentracdo nas camadas mais profundas da pele, até atingirem
linfonodos e outros tecidos subjacentes; 3) estagio Il ttm-se a disseminacgéo
para outros 6rgdos do corpo; 4) estagio IV ocorre a metastase.'®**

Atualmente existem tratamentos que podem melhorar a situacéo de uma
pessoa acometida pelo melanoma. O mais comum € o uso da quimioterapia
onde o objetivo priméario consiste em destruir através do uso de farmacos as
células neoplésicas, preservando as normais. Outras formas de combate ao
cancer incluem ainda radioterapia, cirurgia e imunoterapia. Porém, estes
tratamentos ndo atuam de forma especifica, sendo que na maioria das vezes
séo ofensivos, lesando tanto células malignas quanto normais e podem causar
diferentes efeitos colaterais.?*?!

Assim, é necessario a busca por novos tratamentos menos invasivos
gue apresentam pouco (ou nenhum) efeito adverso e uma dessas alternativas

€ o uso de liquens e frutos do cerrado.

2.2 - FRUTOS NATIVOS DO CERRADO

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e da América do Sul em
extensdo, possui mais de 12 mil espécies de plantas catalogadas, sendo
considerada a mais rica do mundo em biodiversidade com aproximadamente 4
mil plantas endémicas.?**® Estudos vém sendo realizados com o intuito de
conservar, valorizar e incentivar o uso de plantas silvestres, considerado uma
fonte natural de compostos bioativos.?*?® Estas, possuem propriedades que
Ihes conferem atividades, tais como antibacteriana, antifingica, antiflamatoria,
antitumoral, entre outras.”

O elevado interesse em frutos do cerrado se deve ao fato de possuirem
propriedades nutricionais e funcionais provenientes dos compostos bioativos
presentes em sua composicdo. Esses compostos podem ser benéficos a saude
e com isso sdo considerados fortes candidatos como agentes na terapia de

distintas enfermidades.?*?’
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Esses compostos exibem propriedades fisico-quimica distintas
interferindo em alvos fisiolégicos especificos. Dentre esses compostos,
destacam-se os flavondides, que vém sendo foco de estudos cientificos
relacionados as atividades biolégicas por meio das chalconas - sdo precursoras
de flavonoides e biossintetizadas em plantas (desempenham papel importante
na defesa contra insetos, além de atrativos de polinizadores).?® Os flavondides
apresentam um vasto espectro de propriedades farmacolégicas, dentre elas, a
capacidade de dificultar o processo de carcinogénese e inibicdo de crescimento
tumoral, de acordo com a caracteristica de cada tipo de célula e dos alvos.>?°

A descoberta de novos farmacos é necesséria a medida que a incidéncia
de novos casos de cancer se eleva. Perante esse cenario, faz-se interessante
o estudo dos frutos do cerrado como novas fontes de compostos bioativos com
potenciais na terapéutica dos canceres. Varias pesquisas vém sendo
realizadas utilizando frutos do cerrado, tais como: pequi (Caryocar brasiliensis),
guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg), araticum (Annona
coriacea), bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacq.)Lodd. e bacuri (Attalea
phalerata Mart.).?*?” Aqui neste trabalho, daremos destaque a utilizacdo da
guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg), pois apresenta

atividade antitumoral contra o cancer do tipo melanoma.*

2.2.1 - GUAVIRA

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg. (Myrtaceae) é uma
espécie vegetal pertencente a familia Myrtaceae, encontrada na regido central
do Brasil nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Goias e de Mato Grosso
do Sul até Santa Catarina, chegando até a paises como Argentina e Paraguai.
Popularmente conhecida como “guabiroba”, “guabiroba-do-mato”, “guariroba”
ou “guavira”, e consumida “in natura” pela populagdo sul-matogrossense, a
guavira possui elevada composicdo nutricional e uma fonte natural de vitamina
c.’

Vale ressaltar que a guavira é uma fruta acida, suculenta e levemente
adocicada, possuindo um formato esférico (2,0 a 2,5 cm de diametro), de
coloracdo externa que varia do verde escuro ao verde claro e em seu interior
possui tonalidade amarela que exala aroma citrico, Figura 1. Além disso, a

guavira é muito utilizada na industria de alimentos para a fabricacdo de



20

sorvetes, doces, refrescos e principalmente como flavonizantes em destilados

alcodlicos, devido aos seus atributos de qualidade.***

Figura 1 — Fotografia comum da Guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg).

-

FONTE: Proprio Autor

Apesar dos frutos serem consumidos in natura, diversas atividades
biolégicas estdo associadas a presenca de compostos fendlicos isolados e,
ainda, a casca e as folhas da guavira (usadas sob a forma de chas) possuem
propriedades como: anti-diarréica, antirreumatica, depurativa (indicada para
reducdo do nivel de colesterol no sangue), antioxidante, antimutagénica e
antiproliferativa.** Considerando as possiveis atividades biolégicas desta
espécie, o EPG possui diversos nutrientes e apresenta promissora atividade
antitumoral, principalmente contra o melanoma.*® Entretanto, a EPG em
questdo ndo possui solubilidade em meio aguoso, o que dificulta a utilizacéo
para atividade antitumoral.

Assim, com intuito de melhorar a solubilidade e eficacia, tem-se a

utilizacdo de sistemas coloidais nanoparticulados.®**
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2.3 — NANOPARTICULAS

O uso de NPs vem ganhando grande atencdo da comunidade cientifica
por ser um agente promissor na entrega de farmacos para a terapia do cancer,
pois sua superficie é facilmente alterada, de modo a direcionar nanocarregador
especificamente para células cancerosas, 0 que resulta num direcionamento
ativo dessas particulas.*®’

Todavia, além das NPs, diferentes materiais tém sido atualmente
aplicados como carreadores de farmacos, dentre eles podemos citar: polimeros
bioldgicos, lipossomas, hidrogéis e virus. Estes veiculos, teoricamente, liberam
agentes terapéuticos sob a influéncia de ultrassom, pH, temperatura ou
interacdes quimicas, o que ainda continua em estudo na literatura.3**°

Diversas matrizes sao exploradas na literatura para obtencédo de NPs e
as principais sao: (TiO), (ZnO) e (SiO,), sendo que nanoparticulas de silica
(SiO2NPs) tém recebido atencdo por apresentarem boa biocompatibilidade em
escala nanométrica, grande area superficial e uma boa estabilidade coloidal em
meio aquoso.®***? Além disso, as SiO,NPs ainda podem servir como suporte

para compostos organicos e moléculas bioativas.*?
2.3.1 — NANOPARTICULAS DE SILICA

A silica é uma importante matéria prima na producdo de silicatos
sollveis, silicio e seus derivados (carbonetos e silicones), além de ser um
material essencial para a indastria de vidros, ceramicas e refratarios. O termo
silica refere-se aos compostos de didxido de silicio (SiOy) nas suas mais
variadas formas, cristalinas e amorfas, sendo um composto formado pelos dois
elementos mais fartos na crosta terrestre, oxigénio e silicio.*”®

O conhecimento sobre as propriedades da silica torna-a relevante no
preparo de suportes quimicos, principalmente devido a sua estabilidade
mecanica e térmica, rigidez, elevada area superficial e propriedades hidrofilicas
e hidrofébicas.**?

As SiO;NPs tém sido amplamente utilizadas em aplica¢des biologicas e
meédicas. Elas podem ser utilizadas como nanocarreadores para entrega
especifica de drogas, evitando a resisténcia aos medicamentos em células

cancerosas. Uma das vantagens do uso de silica é baseada no fato de sua
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superficie ser facilmente funcionalizada com diferentes grupos orgéanicos, tais
como ligantes especificos do cancer. 4444

A preparacdo de SiO,NPs tem se mostrado interessante devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, tamanho de particula ajustavel, elevada
biocompatibilidade, estabilidade quimica e podem ser facilmente
funcionalizadas. Sendo assim, em 1968, Stober et al., apresentou uma
metodologia eficaz na preparacdo de particulas de silica esféricas, que se
baseia numa solugcdo contendo um silicato (geralmente o tetraetilortossilicato,
TEOS - Si(OR),), alcool e um catalisador (acido ou basico).

Por meio das reacdes, surge um amplo nimero de particulas através da
nucleacao, este periodo € denominado periodo de inducéo, onde a solugéo se
encontra supersaturada, ou seja, essas particulas se agregam para formar

particulas estaveis, monodispersas e de tamanho nanométrico (Figura 2).%°

Figura 2 — Imagem de MEV das SiO,NPS esférica produzidas no trabalho de Stober.
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FONTE: Stober, 1968°

As NPs podem variar seu tamanho, o que leva a concluir que, as bordas
sdo ricas em grupos silanol, onde apenas atomos de Si da superficie das
SiO,NPs estariam ligados a grupos OH. Com riqueza em grupos silandis, a
modificacdo quimica da superficie da silica possibilita diversas aplicacdes, tal
como: funcionalizacdo através da imobilizacdo de substancias organicas

ligadas covalentemente aos grupos silanéis da superficie das SiO,NPs.*"*’
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2.3.1.1 — NANOPARTICULAS DE SILICA FUNCIONALIZADA

O uso de SiO,NPs funcionalizada tem recebido consideravel destaque
na literatura, pois, além de ajudar na estabilizacdo coloidal, pode aprisionar
moléculas de farmacos antitumorais e liberar de forma controlada na presenca
de um estimulo externo. Como exemplo, pode-se citar a doxorrubicina (DOX),
um agente antineoplasico amplamente utilizado para o tratamento de diferentes
tipos de cancer.*’

O uso da DOX é limitado, pois séao facilmente absorvidos pelo sangue
apos sua injecdo, potencializando efeitos colaterais. Por isso, visando uma
efetiva implementacédo de terapias antitumorais mais direcionadas e eficientes,
onde efeitos colaterais sejam mitigados ao maximo € extremamente importante
o desenvolvimento de nanocarreadores de liberacdo controlada.*®

A presenca de ligantes, grupo amino funcionalizado na superficie da
SiO;NPs, os compoésitos SiO;NPs-farmaco seriam direcionados de forma
preferencial ao tumor, fazendo com que o tratamento seja de alto controle e
especificidade.*

Assim, podem ser concebidos nanosistemas adequados de
aprisionamento de farmacos hidrofébicos para atuarem como veiculos. As
moléculas dos farmacos hidrofébicos podem ser encapsuladas dentro das
nanoparticulas de silica funcionalizadas através de um método simples e
eficaz.’®2 Estes nanocarreadores multifuncionais sdo de grande interesse e
apelo cientifico, sendo um tépico bastante atual na literatura e um assunto de

intenso debate.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo principal a obtencdo, caracterizacdo e
aplicacdo de nanoparticulas de SiO, impregnadas com Extrato de Polpa de
Guavira (EPG) para avaliacdo de sua atividade in vitro como agentes

antitumorais.
3.1.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese, caracterizacdo e controle de tamanho e distribuicdo de
tamanhos de SiO,;NPs;

e Funcionalizacdo quimica e caracterizacdo da superficie das SiO,NPs

com grupamentos -NH,.

e Otimizacdo das propriedades morfolégias dos compostos de SiO,NPs

funcionalizados;

e Desenvolver metodologia para adsorcdo de EPG na superficie das
SiOzNPS;

e Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro dos compdsitos em

linhagens de células neoplasicas.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - MATERIAIS

As nanoparticulas (NPs) foram sintetizadas pelo método de Stdber
modificado’ utilizando os seguintes reagentes: Tetraetilortossilicato (TEOS) da
marca Fluka com 98% de pureza; Alcool Etilico Absoluto (C;HgO) da marca
Dinamica Quimica Contemporanea Ldta., com 99,5% de pureza; Acetona P.A.
(C3HgO) da marca Dindmica Quimica Contemporanea Ldta., com 99,5% de
pureza; Ninidrina (CgHsO4) da marca Sigma-Aldrich; Hidroxido de Amoénio
(NH4,OH) da marca Dinamica Quimica Contemporanea Ldta.; e 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) da marca Sigma-Aldrich, com 99,5% de
pureza.

Para a obtencdo do Extrato de Polpa de Guavira, utilizou-se os
seguintes materiais: Fruta guavira - Campomanesia adamantium (Cambess.)
O. Berg. e Diclorometano da marca Dinamica Quimica Contemporanea Ldta.,
com 99,5% de pureza.

Para a realizagcdo dos testes de avaliagdo antiploriferativa, foram
utilizados os seguintes reagentes: Soro Fetal Bovino (Gibco); Acido Acético
(CH3;COOH) da marca Synth, com 99% de pureza; Dimetilsulfoxido (DMSO) da
marca Synth, com 99,5% de pureza; Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) da Sigma-Aldrich; Sulforrodamina B (SRB) da Sigma-Aldrich, com 75%
de pureza; Trizma base da marca Sigma-Aldrich; Acido Tricloroacético
(C2HCI30;) da marca Synth, com 90% de pureza; Doxorrubicina (C,7H29NO11) €
células do tipo Melanoma Murino (B16-F10), Adenocarcinoma de Mama (MCF-
7) e Fibroblasto Murino (NHI/3T3).

4.2 - SINTESE DAS SiO,NPs

A rota sintética empregada para obtencéo das SiO,NPs foi proposta por
Silva, 2018.> Na Figura 3 tém-se a representacéo dos procedimentos para a

sintese de cada uma das amostras de NPs.
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Figura 3 — Esquema representativo dos reagentes e tempos empregados na sintese das
SiO,NPs e f-SiO,NPs.

SiOzNPS f-SiOzNPS
8 mL de CZHGO + 380 pL de 8 mL de CZHGO +380 pL de
TEOS TEOS
l | Agitacdo (30 min.) | l | Agitacdo (30 min.) |
| +570 pL de NH OH | | +570 uL de NH OH |

l | Agitacdo (24 h) | l | Agitacdo (24 h) |

l l | Agitacao (24 h) |

Lavagem com CQHGO (5 x); Centrifugagéo

Secagem a temperatura de 100 °C por 48 h. l

Lavagem com CszO (5x);
Secagem a temperatura de 70°C por 48 h.

FONTE: Proprio Autor

No primeiro procedimento, foi realizada a sintese de SiO,NPs, em um
baldo volumétrico de 50 mL, contendo 8 mL de C;HgO e 380 pL de TEOS em
agitacao por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 570 pL de NH,OH e
mantida a agitacdo por 24 h. Apos esse periodo, foi realizado a centrifugacao
dessa solucdo onde houve a separacdo do sobrenadante e do precipitado,
sendo que o preciptado foi lavado (5x) com C,HgO para remocao de residuos
provenientes da sintese. Logo ap0s essa etapa, o precipitado obtido foi levado
ao forno tipo mufla até a temperatura de 100 °C para secagem durante 48 h.

Depois, realizou-se a sintese de f-SiO,NPs, também em um baldo
volumétrico de 50 mL, onde foi preparada uma solu¢do contendo 8 mL de
C,HgO e 380 pL de TEOS mantida em agitacdo por 30 minutos. Apos isso,
adicionou-se a solucao 570 pL de NH,OH e manteve-se em agitacao por 24 h.
Em seguida, foram acrescentadas 400 pL de APTES e mantida a solugédo em
agitacdo por mais 24 h. Ao final, foi realizada a centrifugagcédo dessa solugéo
onde houve a separacdo do sobrenadante e do precipitado, sendo que o

preciptado foi lavado (5x) com C,HeO para remocéo de residuos provenientes
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da sintese. Logo apos essa etapa, o precipitado obtido foi levado ao forno, tipo

mufla, a temperatura de 70 °C para secagem durante 48 h.

4.3 — METODO COLORIMETRICO PARA IDENTIFICACAO DO
GRUPO AMINO

O teste colorimétrico da ninidrina para determinacdo qualitativa do
grupamento amino foi realizado pela adaptacdo do método descrito para
deteccdo de aminoAcidos.> Em um tubo de ensaio com solugdo 50 mL de
acetona (C3HgO) a 1,4x102 mol.L™ de ninidrina (CsHgO.), adicionou-se 5 mg de
f-SiIO,NPs e agitou-se a solucdo por 5 min em aquecimento (70 °C) para que

houvesse a mundaca na coloragao da solugéo.

4.4 — PREPARO PARA OBTENQAO DO EXTRATO DE POLPA
DE GUAVIRA

Para obtenc&o do EPG, primeiramente realizou-se a separacéo da casca
e polpa da Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg. Em seguida, a
casca foi descartada e a polpa foi colocada em uma estufa de circulacdo de ar
a temperatura de 37 °C para que houvesse a desidratacdo e secagem
completa por um periodo de 72 h. Apds esse periodo, a mesma foi colocada
em um recipiente e posteriormente adicionado 500 mL de diclorometano para
gue houvesse extracdo do EPG durante 15 dias. Ao final, obteve-se uma
solucéao que foi filtrada e em seguida, rotaevaporada para elimanacgéao total do
solvente (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema representativo do procedimento para obtencdo do EPG.

4.5 — ESTUDO DE ADSORQAO DO EXTRATO DE POLPA DE
GUAVIRA (EPG) PELAS SiO,;NPs e f-SiO,;NPs.

A metodologia utilizada para a adsor¢cdo do EPG foi baseado em um
trabalho realizado por Silva (2018).>® Foi preparado uma solucéo estoque de
Extrato de Polpa de Guavira (EPG) em meio etandlico na concentracdo de 1
mg.mL™* (denominado Soluc&o A).
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A impregnacao das SiO,NPs com EPG foi realizado misturando 5 mg do pé
de NPs em diferentes quantidades da Solugdo A, sob agitagdo por 24h,
conforme Tabela 1. ApGs o periodo de adsorcao, as NPs foram separadas por
centrifugacdo (8000 rpm durante 30 min) e secas, em forno tipo mufla, a
temperatura de 40 °C durante 24h. A nomenclatura das amostras obtidas apoés

este procedimento é exibida na Tabela 1.

Tabela 1 - Identificacdo das amostras de SiO,NPs impregnadas com EPG em funcéo do
volume da Solug¢ao A (1 mg/mL de EPG em Etanol) adicionado as SiO,NPs.

Identificacéo das

Volume Solugéo A (mL)

amostras
50 S-50
7,5 S-75
10,0 S-100
12,5 S-125
17,5 S-175
20,0 S-200

FONTE: Préprio Autor

Para as f-SiO,NPs, a impregnacao com EPG foi realizado misturando-se
5 mg de f-SiO,NPs em diferentes quantidades da Solug&o A, em procedimento
similar ao anterior, Tabela 2. Apds o periodo de adsorcdo, as NPs foram
separadas por centrifugacdo (8000 rpm durante 30 min) e secas, em forno tipo
mufla, a temperatura de 40 °C durante 24 h. A nomenclatura das amostras

obtidas apds este procedimento é exibida na Tabela 2.

Tabela 2 - Identificacdo das amostras de f-SiO,NPs impregnadas com EPG em func¢éo do
volume da Solugdo A (1 mg/mL de EPG em Etanol) adicionado as f-SiO,NPs.

Identificacéo das

Volume Solugéo A (mL)

amostras
5,0 f-S50
7,5 f-S75
10,0 f-S100
12,5 f-S125
17,5 f-S175
20,0 f-S200

FONTE: Préprio Autor

Um segundo procedimento foi explorado para a impregnagao das
SiO,NPs com EPG, também baseado no trabalho realizado por Silva (2018).%
Neste caso, o carreamento das SiO,NPs e f-SiO,NPs com EPG foi realizado
misturando 5 mg do p6 de NPs em 250 pL (0,25 mL) da solugcéo estoque de
EPG (Figura 4), e mantida em agitacao por 24 h. Apés o periodo de adsorcao,
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as NPs foram separadas por centrifugacéao (8000 rpm durante 30 min) e secas,
em forno tipo mufla, a temperatura de 40 °C durante 24 h. A nomenclatura das

amostras obtidas apods este procedimento é exibida na Tabela 3.

Tabela 3 - Identificacdo das amostras de SiO,NPs e f-SiO,NPs impregnadas com EPG
em funcdo do volume adicionado

Volume de EPG (mL) Identificacéo das

amostras
0,25 S-250u
0,25 £-S250u

FONTE: Préprio Autor

4.6 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA in vitro

Para o ensaio de atividade antiproliferativa, as células B16-F10 —
Melanoma Murino, MCF-7 — Adenocarcinoma de Mama e NHI/3T3 -
Fibroblasto Murino, que estavam armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C),
foram descongeladas em banho-maria a 37°C e cultivadas em meio Roswell
Park Memorial Institute Medium (RPMI) contendo 10% de soro fetal bovino
(Gibco).

Posteriormente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos
(5000 células/mL) por 24 h, quando entdo, as células foram expostas a
diferentes concentracbes de cada amostra de SiO,NPs+EPG e f-
SIO;NPs+EPG (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL), previamente diluidas em DMSO
(0,1%), e, posteriormente, levadas & estufa (35 °C) durante 48 h.>> Como
controle positivo utilizou-se a doxorrubicina, um composto referéncia na
inativacao de células tumorais, nas seguintes concentracdes: 0,025; 0,25; 2,50;
25 pg/mL.

ApOs esse periodo, o sobrenadante das células foi descartado para
adicdo da solucdo de acido tricloroacético (20%) para fixacdo das células e,
posteriormente, foram mantidas em geladeira durante 30 min a 4 °C. Em
seguida, as células foram lavadas com agua deionizada para determinacéo da
proliferacdo celular, utilizando o0 método calorimetrico, empregando
sulforrodamina B (SRB), descrito por Skehan e colaboradores (1990).°

A leitura das absorbancias nos dois métodos foi feita no comprimento de
onda de 540nm em leitor de microplaca Molecular Devices SpectraMax 190®.
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Os experimentos foram realizados em triplicata a fim de calcular as
médias das absorbancias que foram subtraidas da solucdo base para
determinacao de 3 niveis de efeito:

e concentragcdo de amostra teste que causa 50% de inibicdo do
crescimento celular (Glsp);

e concentracdo de amostra que causa inibicdo total do crescimento
(TGI);

e concentracdo de amostra que causa 50% de morte celular (LCsp).

A porcentagem de crescimento celular obtida segundo Monks et al.
(1991) foi utilizada na elaboracdo de graficos por regressao nédo linear para

obtencao da Glsy.>
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5 - CARACTERIZACAO

Os métodos de obtencdo do extrato e caracterizagdo empregados foram
realizados na Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, no Instituto de
Fisica (INFI), Instituto de Quimica (INQUI) e Departamento de Tecnologia em

Alimentos (DTA), campus de Campo Grande/MS.

5.1 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das amostras (SiO;NPs e f-SiO,NPs) foram analisadas
utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), que através de
imagens constituidas pela contagem de elétrons gerados pela interacdo de um
feixe de elétrons e a amostra. Os elétrons de baixa energia (< 50 eV, elétrons
secundarios) influenciam na alta resolugdo da imagem formada. Ja os elétrons
retroespalhados (> 50 eV) por serem gerados muito proximos a superficie
fornecem informacdes a respeito da topografia da amostra.”’

As amostras foram suspensas em alcool isopropilico, sob tratamento via
ultrassom por 5 minutos e, em seguida, uma aliquota de 50 pL foi depositada
em um suporte de silicio para serem recobertas com uma fina camada de ouro
via sputtering por 5 minutos, com objetivo de facilitar a condugéo elétrica nas
amostras, por meio do equipamento Denton Vacuum Desk Ill. Para
determinacdo do didametro das amostras foi realizada a contagem de 150
particulas, a partir de 4 imagens geradas por MEV. Utilizou-se um MEV da
marca JEOL, modelo JSM6380-LV operando com 20 kV.

Foi realizada a estimativa do tamanho individual de varias particulas,
com auxilio de softawares. Conhecendo esses valores, obteve-se o valor da
dispersédo da distribuicdo de tamanhos dado pela razdo dy/o (conhecido como
coeficiente de variacéo, c,). Esse procedimento foi feito para todas as amostras

com base nas imagens geradas por MEV.

5.2 - ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

Os diametros hidrodindmicos das particulas em suspensédo, foram
determinados pelo espalhamento de luz dinamico (DLS). As informacgbes a
respeito da distribuicdo de tamanhos das particulas por meio do indice de

polidispersividade (Pdl), que refere-se a variedade de tamanho da amostra
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relativo a sua distribuicdo por intensidade, também ¢é fornecido por essa
técnica.

Outro fator relevante do Pdl, € que este deve possuir valor abaixo de 0,7
para que as particulas sejam consideradas monodispersas.”® Para cada
andlise, utilizou-se a diluicdo das amostras em agua DI na proporcéo de 1:1. As
amostras (SiO2NPs e f-SiO,NPs) foram analisadas em triplicata a temperatura
de 25 °C, permitido 1 minuto de estabilizacdo da temperatura antes das
medicdes. As medidas foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano

ZS da marca Malvern.

5.3 - POTENCIAL ZETA (P2)

O Potencial Zeta (PZ) é utilizado como referéncia para indicar o
potencial associado a superficie das particulas, bem como para estipular a
estabilidade das amostras (SiO;NPs e f-SiO,NPs) em meio aquoso. As
medidas foram realizadas através da introducdo de uma suspenséo da amostra
dispersa em agua DI por meio ultrassdnico durante 10 minutos.

Em seguida, a solucdo foi colocada em uma cubeta contendo dois
eletrodos para realizacdo das medidas em triplicata a partir de 12 corridas
cada, a temperatura de 25 °C Logo, a partir da medida da mobilidade
eletroforética, pode-se obter o valor do potencial.® As medidas foram

realizadas em um equipamento Zetasizer Nano ZS da marca Malvern.

5.4 — ESPECTROSCOPIA DO ULTRA-VIOLETA E DO VISIVEL
(UV-Vis)

A espectrofotometria na regido de luz visivel e ultravioleta (UV-Vis) foi
empregada para a determinacdo quantitativa de compostos contendo grupos
absorventes. O método se inicia quando um feixe de luz é incidido através da
amostra e uma parte promove a transigao eletrénica (absor¢éo), e a outra parte
e transmitida. A luz transmitida pode ser expressa tanto como transmitancia
quanto como absorbancia. A transmitancia (T) € dada pela razdo entre as
intensidades de luz incidente (lp) e transmitida (l), onde T = I/lo. A absorbéancia
(A) relaciona-se com T pela seguinte relacdo matematica: A = log (1/T) = -log
(T). No entanto, o modo mais comum de avaliar o espectro de UV-Vis & atraves
da lei de Lambert-Beer que relaciona a distancia percorrida pelo feixe de
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luminoso através da amostra, a concentracdo da solucdo absorvente e a
absortividade.*®

Esta técnica foi realizada com uma cubeta com caminho 6ptico de 2 mm
e comprimento de onda de radiacdo variando de 200 a 900 nm em um

equipamento Lambda 265 da PerkinElmer.

55 - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Com o intuito de detectar provaveis reac6es quimicas ou decomposicao
via identificacdo de alteracBes relativas a cada grupo funcional presente,
utilizou-se a técnica de absor¢cdo em infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR). Quando um material é exposto a radiacdo infravermelha e a
frequéncia da radiacdo incidente torna-se igual a frequéncia de vibracdo da
molécula, transi¢des vibracionais/rotacionais podem ocorrer no material. A faixa
do espectro eletromagnético empregada na técnica corresponde a do
infravermelho médio, 2,5 até 25,0 pm.*® As medidas foram realizadas por
refletdncia total atenuada (ATR - Attenuated Total Reflection) com 10

varreduras num equipamento Spectrum 100 da marca PerkinElmer.

5.6 — ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Em analises térmicas, uma grandeza ou caracteristica da amostra é
monitorada durante seu aguecimento ao longo do tempo e/ou temperatura. Por
meio da Andlise Termogravimétrica (TGA) € possivel identificar as mudancas
de massa da amostra em fucdo da temperatura, que ocorrem por meio dos
processos de evaporacao, desidratacdo, decomposicéo e oxidacao.

As medidas de TGA foram realizadas em atmosfera de ar sintético (80%
N2 + 20% O,), dentro da faixa de 25 °C até 900 °C, com razdo de aquecimento
de 10 °C.min™* em intervalos de 1 °C por medida em um analisador térmico
Netzsch (STA 449 F3 Jupiter) que foi configurado para coletas de dados

simultdnea de ambas as analises TGA.
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6 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secédo sédo apresentados os resultados das caracterizacdes para
as nanoparticulas de silica, extrato de polpa de guavira, compoésitos e, também,

0 ensaio de atividade antiproliferativa.

6.1 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Utilizou-se a MEV para estudo da morfologia e tamanho das
nanoparticulas. A Figura 5 exibe as micrografias de MEV das amostras
SiO;NPs antes e apés a funcionalizagdo com grupamentos amino. Para todas
as amostras, as imagens revelam particulas nanométricas com geometria

esférica bem definida, confirmando a efetividade do processo de sintese.’

Figura 5 — Imagens de MEV das amostras (A) SiO,NPs e (B) f-SiO,NPs.

(A) | (B)
FONTE: Proprio Autor

Os histogramas de distribuicdo de tamanho das SiO,;NPs e f-SiO,NPs

estdo representados na Figura 6.
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Figura 6 — Distribuicdo de tamanho e ajuste Gaussiano das amostras (A) SiO,NPs e (B) f-
SiO,NPs.
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A Figura 6-A evidencia que as SiO;NPs possuem diametro médio de
134,30 nm e um desvio padrdo de 16,78 nm (12,49%). Apés a funcionalizacéo,
a amostra f-SiO,NPs apresentou didametro médio de 156,59 nm e uma
variancia (sigma) de 11,73 nm (7,49%). Isso mostra que o tamanho médio das
nanoparticulas aumentaram em ~16,6% em relacdo ao caso sem
funcionalizacdo, conforme apresentado na Figura 6-B. Este aumento de
tamanho ja era esperado, jA& que existem relatos na literatura onde a
funcionalizacdo de SiO,NPs com grupos amino acarretam no aumento de
tamanho das NPs. Este fato pode ser atribuido a interacdo dos grupos silanois
com o grupo amino.” Além do aumento de tamanho, as f-SiO,NPs
apresentaram menor sigma, mostrando que sua dispersdo de tamanhos é
menor comparada ao caso sem funcionalizacao.

Vale ressaltar que NPs com diametros inferiores a 80 nm podem
apresentar elevada toxicidade e, de acordo com os histogramas apresentados,
o tamanho médio das NPs séo superiores a 80 nm, ou seja, encontram-se em

um intervalo de tamanhos com possivel auséncia de toxicidade.3¢*52

6.2 - ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICA (DLS)

Para avaliar as dimensdes das particulas em suspensao e identificar os
efeitos de aglomeracéo, utilizou-se a técnica DLS, cujos resultados podem ser

vistos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados de DLS e Pdl das amostras SiO,NPs e f-SiO,NPs.
SiO,NPs f-SiO,NPs

Amostra
(nm) (nm)
DLS 175,31 230,20
Pdl 0,26 0,14

FONTE: Proprio Autor

Observou-se que o tamanho médio das amostras aumentou de 175,3
nm para 230,2 nm com a funcionaliza¢éo, ou seja, um acréscimo de 31% no
tamanho hidrodindmico médio foi obtido apos a funcionalizagdo. Este resultado

% uma vez que o tamanho hidrodinamico é

esta de acordo com a literatura,®
analisado levando-se em conta a presenca de moléculas organicas ligadas a
superficie das particulas inorganicas, e reforca a tese que a funcionalizacdo de
fato ocorreu.

O indice de polidispersao (Pdl) é outro fator que deve ser analisado, pois
atraves dele é possivel identificar o regime de dispersado das particulas. Através
dos resultados obtidos por meio do Pdl deduz-se que as amostras sé&o

monodispersas pois apresentam valores abaixo de 0,7.%®

6.3 - POTENCIAL ZETA (P2)

A técnica de PZ foi utilizada com intuito de determinar a carga superficial

das particulas, cujos resultados estédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores dos potenciais Zeta das amostras SiO,NPs e f-SiO,NPs.
SiOzNPS f-SiOzNPS

Amostra (mV) (mV)
Potencial 28,6 30,2
Zeta
Desvio
Padrao 3.9 6,5

FONTE: Proprio Autor

Uma carga negativa foi observada para as SiO,NPs, o que se deve a
presenca da hidroxila (-OH) dos grupos silanois presentes em sua superficie,
de acordo com resultados obtidos da literatura.®*°°

Para a amostra f-SiO,NPs, houve a mudanca de sinal da carga, que se
tornou positiva, indicando a presenca dos grupos amino na superficie das
particulas, conforme relatos da literatura.®®

A ponto de comparacao, De Oliveira e colaboradores (2016) realizaram

a sintese de SiO,NPs utilizando o método de Stober modificado e obtiveram os
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seguintes resultados -31,3+0,9 mV e 37,1+1,1 mV para as SiO;NPs e f-
SiO2NPs, respectivamente.” Pode ser notado que os resultados obtidos
no presente trabalho estdo proximos aos reportados na literatura,

indicando que a funcionalizacéo foi realizada com sucesso.

6.4 — TESTE DE NINIDRINA

Além das mudancas de cargas, 0 grupo amino também pode ser
observado, qualitativamente, pelo teste da ninidrina apds a funcionalizacdo. Foi
observado uma mudanca na tonalidade na solucdo de acetona com ninidrina
(Figura 7), de incolor (SiO,NPs) para um tom azulado (f-SiO,NPs), o que indica

que a funcionalizacéo foi realizada com sucesso.>*

Figura 7 - Imagem do Teste de Ninidrina.

FONTE: Proprio Autor

6.5 - ESPECTROSCOPIA DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURRIER (FTIR)

Para determinacéo das caracteristicas estruturais, principalmente no que
se refere a grupos funcionais e ligacdes presentes, utilizou-se a técnica de
FTIR. A Figura 8 apresenta os espectros de FTIR das amostras SiO,NPs e f-

SiO;NPs e, como pode ser visto, as bandas vibracionais correspondentes aos
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grupos silanol e siloxano confirmam a presenca de silica (795, 950 e 1072 cm’
1\ 66,67
).

Além disso, as bandas de 1632 e ~ 3300 cm™ podem ser atribuidas a
agua adsorvida na amostra (bem como aos possiveis residuos de NH,OH da
sintese).®®® Para f-SiO,NPs, o pico a 1450 cm™ (vibragdo assimétrica de N-H)
indica a presenca de grupo amino, reforcando que funcionalizacdo foi bem

sucedida.®8°°

Figura 8 - Espectros de FTIR das amostras SiO,;NPs e f-SiO,NPs.

100

80

60

Transmitancia (%)

40

201 ——SiO,NPs
—— £-SiO,NPs

0 T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Ondas (cm™)
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A Figura 9 contém o espectro FTIR da EPG, onde pode-se observar
bandas localizadas em: 698 cm™, que refere-se & presenca de compostos
fendlicos (referente as ligacdes do anel aromatico); em 1161 cm™,
correspondentes as ligacdes glicosidicas (C-O-C); em 1623 e 1736 cm™,
correspondendo aos grupos carboxilicos livres e grupos carboxilicos,
respectivamente; e em 2918 cm™, correspondendo as ligacdes CH dos grupos
alquila.”®™ Pode ser observado também um ombro em 3004 cm™, que esta

associada ao grupo acila presente em 6leos vegetais comestiveis.>!
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Figura 9 - Espectro de FTIR do EPG.
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6.6 - ANALISE TERMOGRAMETRICA (TGA)

A técnica de termogravimetria (TGA) foi utilizada com a finalidade de
determinar a estabilidade térmica dos compdsitos e materiais puros, assim

como as etapas de decomposicdo térmica e a quantificacdo da EPG adsorvida
pelas SIO;NPs.
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Figura 10 — Curvas termogravimétricas (TGA) e suas derivadas (DTG) para as amostras (A)
EPG, (B) SiO;NPs e (C) f-SiO,NPs. As curvas pontilhadas e vermelhas indicam a DTG cujo
eixo vertical é o da direita do grafico.
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FONTE: Préprio Autor

A Figura 10-A apresenta a curva termogravimétrica da EPG que revela
uma perda de massa de 5,54% até a temperatura de 150 °C, caracteristica da
eliminacdo de agua. Uma segunda perda de massa de 67,66%, entre 150 - 390
°C, pode ser atribuida a decomposicao do antioxidante vitamina C presente na
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg.”> Um terceiro evento com
19,03% de perda de massa, entre 390 - 480 °C, foi observado e pode estar
relacionado & eliminacéo dos acidos palmitico e oleico.! Por fim, uma perda de

massa estimada de 7,5%, entre 480 - 600 °C, pode ser associado a queima de



42

residuos organicos.’® E importante ressaltar que ao atingir 600 °C praticamente
toda a massa de EPG foi eliminada.

A Figura 10-B contém as curvas de TGA/DTG das SiO;NPs. Como
resultado, uma perda de massa de 4,22% pode ser observada até 150 °C,
processo decorrente da eliminacdo de &gua fisicamente adsorvida.”®> Uma
segunda perda de massa de 3,61%, entre 150 — 370 °C, pode ser atribuida a
eliminacdo de agua que esta ligada mais internamente aos grupos silanéis.’
Um terceiro evento de perda de massa de 4,01%, entre 370 - 600 °C, pode
estar associado a eliminacdo de compostos organicos remanescentes da
sintese.”®*” De 600 a 740 °C, uma pequena perda de massa (0,51%) é
atribuida & decomposicdo dos grupos silanéis em agua.”

Para as f-SiO,NPs, Figura 10-C, a perda de massa pela eliminacéo da
agua adsorvida foi de 3,77%." Posteriormente, uma segunda perda de massa
de 10,82%, entre 150 — 500 °C, pode ser atribuida a queima do APTES.”® Além
disso, um terceiro evento de 5,15% de perda de massa, entre 500 — 830 °C,
pode ser atribuida a eliminacdo dos grupos silanéis em agua.” "

A determinacéo da quantidade de EPG nos compdésitos SiO,NPs/EPG e
f-SiIO,NPs/EPG foi obtida por meio da massa residual da EPG em 900 °C,
tomando como partida a massa inicial em 150 °C, apés eliminacdo de agua

adsorvida (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Curvas termogravimétricas dos compdésitos SiO,NPs/EPG.
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Na Figura 11 apresenta um grafico compartivo das variacbes de massa
dos compdsitos SiO,NPsS/EPG. As curvas mostram comportamento
semelhantes entre si, com quantidade total de perda de massa que aumenta
para maiores quantidades de EPG nos compdsitos. Isso fica ainda mais
evidente no caso da amostra S-250, pois a mesma foi preperada seguindo
outra metologia para adsor¢ao, adicionando-se 250 puL do EPG puro, ao invés
de EPG etandlico. O resultado mostra ainda que, nesse caso, a quantidade de
EPG adsorvida é relativamente maior que nos casos anteriores. Além disso,
perceve-se que a curva das amostras de S-50 a S-200 se assemelham a curva
da amostra SiO,NPs pura, ao passo que a curva TG da amostra S-250u se
assemelha a curva do EPG puro. A Tabela 6 contém os valores quantificados

de massa de EPG nos compdsitos.
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Tabela 6 - Porcentagem de perda de massa entre 150 e 900 °C e resultados calculados de
porcentagem de EPG nos compésitos SiO,NPs/EPG. As medidas foram feitas em triplicada, tal
gue a porcentagem de EPG fosse estatisticamente computada, com seu valor médio e
respectivo desvio padrdo da média.

Amostras Perda de Massa 150 —900C (%) EPG na SiO,NPs (%)

S-50 10,54 2,41+1,0

S-75 12,02 3,83+1,0
S-100 12,77 4,66 +1,9
S-125 14,63 6,52+2,0
S-175 17,61 9,52+1,0
S-200 17,81 9,81+2,0
S-250u 84,41 76,32+ 1,0

FONTE: Proprio Autor

A partir das andlises destes resultados, demonstrou-se que a
porcentagem de EPG adsorvido na superficie das SiO,NPs aumentou com o
incremento no volume de EPG, indicando que o EPG de fato ficou impregnado
na superficie das NPs e nao livre na solucdo apdés a centrifugacdo e
recuperacdo do p6 dos compositos. Assim, a amostra com maior concentracao
de EPG (S-250u) mostrou uma adsorcdo de EPG de 76,32%, indicando a alta
capacidade de adsorcao das SiO,NPs.

A Figura 12 apresenta comparativamente as variagdbes de massa dos
compositos f-SiO,NPs/EPG. Os resultados obtidos sdo qualitativamente
semelhantes ao anteriormente apresentado e os valores quantificados estédo

explicitos na Tabela 7.
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Figura 12 - Curvas termogravimétricas dos compositos f-SiO,NPs/EPG.
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Tabela 7 - Porcentagem de perda de massa entre 150 e 900 °C e resultados calculados de
porcentagem de EPG nos compdsitos f-SiO,NPs/EPG. As medidas foram feitas em triplicada,
tal que a porcentagem de EPG fosse estatisticamente computada, com seu valor médio e
respectivo desvio padrdo da média.

Amostras  Perda de Massa 150 —900C (%) EPG na f-SiO,NPs (%)

f-S50 23,34 711+24

f-S75 19,82 3,73+£1,2
£-S100 20,82 4,61+2,0
f-S125 19,53 3,44 £2,0
f-S175 23,21 7,01£35
£-5200 21,91 5,82+25
f-S250u 84,65 68,50 + 1,0

FONTE: Proprio Autor

Estes resultados mostram que a primeira metodologia utilizada para
impregnacao das f-SiO,NPs com EPG né&o foi eficiente, jA& que valores
oscilantes sem variacdo significativa de porcentagem de EPG foram obtidos
com o aumento da quantida da Solucdo A (1 mg/mL de EPG em Etanol). No
entanto, a segunda metodologia (amostra f-S2504) mostrou-se adequada e
resultou em alta capacidade de adsor¢cédo de EPG na f-SiO;NPs, com 68,50%

de EPG no compasito.
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Neste trabalho, a funcionalizacdo da silica com grupamentos amino
mostrou-se prejudicial para a adsorcao de EPG, ja que uma menor quantidade
do ultimo composto foi aderido a silica nesse caso, mesmo utilizando as
mesmas condicdes experimentais. Isso mostra que, além da possivel
impregnacdo nos poros das SiO,NPs mesoporosas, o0 EPG deve se ligar

preferencialmente aos grupos OH" da silica pura do que aos grupos NH.

6.7 — EFEITO ANTIPROLIFERATIVO in vitro

A triagem da atividade antiproliferativa foi realizada utilizando as
linhagens B16-F10 — melanoma murino, MCF7 — Adenocarcinoma de Mama e
NHI/3T3 — Fibroblasto Murino. De acordo com lItharat et al. (2004)"’, sdo
considerados indices de forte atividade antineoplasica, amostras-teste com Glsg
< 30 pg.mL™ possuem excelente atividade.

A Tabela 8 apresenta os valores de Glsp obtidos nos testes
antiploriferativos para as trés linhagens celulares escolhidas, dentre elas, duas
tumorais e uma normal. Como pode-se observar, as amostras EPG e DOX
apresentaram valores de Glsy menores que 30 pg.mL™ contra as linhagens

testadas, apresentando efeito inibitério na viabilidade das células.

Tabela 8 - Resultados da atividade antiploriferativa (Glso pg.mL™) para as amostras

EPG e DOX.
B16-F10 MCF-7 NHI/3T3
Amostras Glso Glso Glso
(ug.mL™")  (ug.mL?)  (ug.mL7)
EPG 16,17 17,90 27,98
DOX 0,0025 0,0025 2,5

FONTE: Proprio Autor

Além disso, é possivel verificar que o EPG apresentou Glso<30 pg.mL™,
demonstrando excelente atividade antiploriferativa nas linhagens celulares B16-
F10, MCF-7 e NHI/3T3.”® Em um estudo realizado por Lima e Silva (2018), a
atividade antiproliferativa de extratos de polpa e casca de guavira em
diclorometano mostrou valores de Glsy entre 23,67 e 27,90 pug.mL™ contra
linhagens B16-F10 e MCF-7, respectivamente, ou seja, indices préximos ao

encontrado nesse experimento.*
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Apoés a adsorcdo do EPG nas SiO;NPs e f-SiO,NPs, os resultados de

atividade antiploriferativa foram obtidos contra as mesmas linhagens celulares

estudadas e estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Atividade antiproliferativa (Gls, ig.mL™) em linhagens B16-F10, MCF-7 e NHI/3T3

para os compositos SiO,NPs/EPG.

B16-F10 MCEF-7 NHI/3T3

Amostras Ggmi) Ggmi) Ggmi?
SiO,NPs >250 >250 >250
S-50 >250 >250 >250
S-75 >250 >250 >250
S-100 >250 >250 >250
S-125 >250 >250 >250
S-175 >250 >250 >250
S-200 >250 >250 >250

S-250y 66,67 i i

FONTE: Préprio Autor

Tabela 10 - Atividade antiproliferativa (Glso pg.mL™) em linhagens B16-F10, MCF-7 e NHI/3T3

para os compésitos f-SiO,NPs/EPG.

B16-F10 MCF-7 NHI/3T3

Amostras (ug(?r:i(l)-'l) (ug(-zrlr?l)-'l) (ug(-;r:r?i'l)
f-SiO,NPs >250 >250 >250
f-S50 >250 >250 >250
f-S75 >250 >250 >250
f-S100 >250 >250 >250
f-S125 >250 >250 >250
f-S175 >250 >250 >250
f-S200 >250 >250 >250

f-S250u 82,06 - -

FONTE: Préprio Autor

Como podemos observar pelos resultados apresentados nas Tabelas 8

e 9, os compositos SIO,NPs/EPG e f-SIO,NPs/EPG preparados a partir da

Solucéo A (primeira metodologia de impregnacéo) ndo apresentaram atividade

antiproliferativa, pois a Glsp, mesmo em elevadas concentracdes do compasito,

foi superior a 250 pg.mL™? nas 3 linhagens testadas. Desta maneira, 0s

compoésitos seriam considerados inativos, de acordo com Monks et al (1991).%°

No entanto, esse efeito negativo pode estar mascarado pelo fato de, neste
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caso, a concentracdo de composto ativo (EPG) ser baixa (< 10% em massa).
Uma simples renormalizagdo da massa mostra que, mesmo para a maior
concentracdo estudada de 250 pg.mL™?, por exemplo, temos presente no
composito S-200 — que contém 9,81% de EPG em massa — apenas 24,53
ng.mL™ de EPG. Assim, a massa de composto ativo nos testes foi pequena e,
uma vez que os testes com SiO,NPs puras mostraram que as mesmas S&ao
inativas contra as linhages estudadas (Glsp>250 pg.mL™* demonstrando que
ndo ha nenhum efeito citotdxico), a nao observancia de um efeito
antiproliferativo € facilmente justificada. Portanto, os resultados ndo indicam
inefichcia dos compdsitos mas sim que a massa necessaria de EPG ainda nao
havia sido atingida. Estes testes precisam ser repetidos para concentracdes de
compdsito maiores que 250 pg.mL™ para comprovacdo dessa hipétese.

Assim, os testes de atividade antiproliferativa in vitro foram refeitos para
a linhagem B16-F10 tomando como agentes antiproliferativos os compdésitos S-
250p e f-250u, as quais possuem elevada concentragcdo de EPG, mais
especificamente 76,32 e 68,50%, respectivamente. Os resultados mostraram
que os compésitos possuem Glso de 66,67 e 82,06 pg.mL™, respectivamente.
Os resultados da proliferacdo celular em funcdo das concentragbes das
amostras, S-250u e f-250p, estdo apresentados nas Figuras 13 para melhor
visualizacao.

Figura 13 - Atividade antiproliferativa das amostras (A) S-250u e (B) f-S250u frente a
linhagem B16-F10 expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25; 250 ug.mL™).

100 100

754 75

50

50

25 25 4

0

0

-25 -25 4
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FONTE: Préprio Autor

Os resultados indicam que nestas concentracfes estes compositos

possibilitaram a inibicdo de 50% do crescimento celular das células de
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melanoma B16-F10, e demonstra ainda que ambas as amostras SiO;NPs e f-
SiO,NPs funcionaram como excelentes carreadores para os testes in vitro em
meio aquoso. Além disso, a amostra ndo funcionalizada mostrou ser um melhor
meio para 0 aprisionamento e carreamento do EPG visando aplicacfes
antitumorais. Os resultados aqui apresentados sdo promissores e mostram a
obtencdo de um novo material compdsito de baixo custo e simples obtencéo
capaz de inibir a profiferacdo de células tumorais através do carreamento em
meio aquoso do composto ativo EPG, um extrato de um fruto razoavelmente

abundante na regido do Cerrado brasileiro.
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7 - CONCLUSOES

No presente trabalho, sintetizou-se nanoparticulas de SiO;
nanomeétricas, esféricas e monodispersas, com diametros hidrodindmico
meédios de 175,3 nm e 230,2 nm para as amostras SiO,NPs e f-SiO,NPs. Foi
observado um acréscimo de 31% no tamanho hidrodinamico médio apds a
funcionalizagdo. O processo de funcionalizagdo foi bem sucedido, conforme
confirmado através da andlise da carga superficial (PZ), onde a presenca dos
grupos amino na superficie da silica causou uma mudanca de sinal da carga
superficial das NPs. Vale ressaltar que a funcionalizacdo também pdde ser
confirmada por FTIR através do pico em 1450 cm™, referente ao grupo amino,
assim como pelo teste da Ninidrina, onde observou-se a mudanca de coloracéo
da amostra.

Com os resultados obtidos por meio de TGA, foi possivel determinar que
SiO,NPs puras e funcionalizadas com grupamento amino (f-SiO,NPs) foram
impregnadas com EPG. Foi possivel obter 76,32% e 68,50% de EPG adsorvido
nas amostras S-200p e f-S200y, respectivamente, ou seja, uma alta
capacidade de adsor¢do de EPG no compaosito.

Os ensaios das atividades in vitro em linhagens neoplasicas mostraram
que o EPG apresentou atividade antiploriferativa para as trés linhagens
celulares determinadas, sendo duas tumorais (B16-F10 e MCF7) e uma normal
(NHI/3T3), nas concentracées 16,17 ug.mL™, 17,90 ug.mL™ e 27,98 pg.mL™,
respectivamente, ou seja, apresentaram Glso<30 pg.mL™, demonstrando
excelente efeito inibitdrio na viabilidade das células.

Os compésitos SiO,NPs/EPG e f-SiO,NPs/EPG preparados a partir da
Solucédo A (primeira metodologia de impregnacéo) ndo apresentaram atividade
antiproliferativa, pois a Glsp, mesmo em elevadas concentracfes do compdsito,
foi superior a 250 pg.mL™ nas 3 linhagens testadas, ou seja, os compdsitos s&o
considerados inativos, 0 que se justifica pela quantidade do composto ativo
(EPG) ser menor que 10% em massa. Assim, os resultados n&o indicam
ineficacia dos compdsitos mas sim que a massa necessaria de EPG ainda ndo
havia sido atingida.

Os testes de atividade antiproliferativa in vitro foram refeitos para a

linhagem B16-F10 tomando como agentes antiproliferativos os compdésitos S-
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250 e f-250pu. Os resultados mostraram que 0s compositos possuem Glsg de
66,67 e 82,06 pg.mL™t, respectivamente, o que indicam que nestas
concentracbes estes compdsitos possibilitaram a inibicdo de 50% do
crescimento celular das células de melanoma B16-F10.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho mostraram a obtencdo de
um novo material compdsito, simples e de baixo custo, possuindo qualidades
necessérias para inibir a proliferacdo de células tumorais através do

carreamento em meio aquoso do composto ativo EPG.
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