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RESUMO

As nanoparticulas de oxido de zinco (NPs de ZnO) sdo aplicadas nos setores
cosmeético, farmacéutico, alimenticio, téxtil, eletrénico e agricola devido as suas
propriedades fisico-quimicas. Entretanto, podem interagir com sistemas bioldgicos e
induzir efeitos citotoxicos e genotdxicos. Em fluidos biolégicos, proteinas adsorvem-
se a superficie das NPs e formam uma biocorona capaz de modificar sua identidade
bioldgica. Este estudo avaliou a formagao da biocorona apds a incubacao de NPs de
ZnO com soro fetal bovino (SFB) e sua influéncia sobre a citotoxicidade e a
genotoxicidade in vitro em células de ovario de hamster chinés (CHO). As NPs foram
avaliadas nas concentracdes de 0, 1, 10 e 100 yg/mL, com ou sem incubacéao prévia
com SFB. As dispersdes foram caracterizadas por espalhamento de luz dinamico,
espectroscopias FTIR e Raman e SDS-PAGE. A atividade metabdlica celular foi
avaliada pelos ensaios de MTT e Alamar Blue, associados a analise morfolégica por
microscopia de luz invertida. O dano ao DNA foi investigado pelo ensaio cometa. Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para
comparagdes multiplas, adotando-se nivel de significancia de 5%. Na concentragao
de 100 pg/mL, a incubagdo com SFB reduziu o didmetro hidrodindmico médio das
NPs de 1.247 + 250 para 123 £ 3 nm, enquanto o potencial Zeta variou entre —=10,0 £
5,1e-13,4 £ 0,9 mV. A SDS-PAGE demonstrou a associacao de proteinas as NPs,
com predominancia de bandas entre 25 e 35 kDa. Os espectros de FTIR
apresentaram bandas entre 456 e 683 cm™, compativeis com vibragcbes da ligacao
Zn—-0, enquanto os sinais Raman entre 1.075 e 2.337 cm™ foram associados a
componentes organicos presentes nas amostras incubadas com SFB. Nos ensaios
de MTT, apés 24 h, houve redugao da atividade metabdlica nas concentracbes de
10 e 100 pg/mL, tanto na auséncia quanto na presenga de incubagao prévia com
SFB, em comparagado com o controle (p < 0,05). Em 1 ug/mL, as NPs incubadas
com SFB apresentaram maior atividade metabdlica do que as NPs sem incubagéao
com SFB (p < 0,05) e nao diferiram do controle (p > 0,05). Ap6s 48 h, apenas a
concentracado de 100 pg/mL reduziu a atividade metabdlica, independentemente da
incubacao com SFB (p < 0,05). No ensaio de Alamar Blue, apds 24 h, as NPs sem
SFB reduziram a atividade metabdlica em 10 e 100 pg/mL, enquanto as NPs

incubadas com SFB produziram redug¢ao apenas em 100 ug/mL (p < 0,05). Em 10



Mg/mL, as NPs incubadas com SFB apresentaram maior atividade metabdlica do que
as NPs sem SFB (p < 0,05) e nao diferiram do controle (p > 0,05). Apos 48 h,
apenas a concentragdo de 100 pg/mL reduziu a atividade metabdlica,
independentemente da incubagdo com SFB (p < 0,05). No ensaio cometa, o
percentual de DNA na cauda nao diferiu entre os grupos (p > 0,05). Entretanto, o
Olive Tail Moment aumentou nas células expostas a 1 e 100 pg/mL de NPs
incubadas com SFB, tanto em relacdo ao controle quanto as respectivas
concentragbes sem SFB (p < 0,05). Os resultados demonstram que a adsorgao de
proteinas do SFB modificou as propriedades fisico-quimicas e os efeitos bioldgicos
das NPs de ZnO. Portanto, a presenca da biocorona proteica deve ser considerada
na caracterizagdo das dispersdes de nanomateriais e na interpretagcdo dos ensaios

de nanotoxicologia in vitro.

Palavras-chave: nanoseguranca, toxicidade in vitro; células CHO-K1.



ABSTRACT

Zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) are used in the cosmetic, pharmaceutical, food,
textile, electronics, and agricultural sectors because of their physicochemical
properties. However, they may interact with biological systems and induce cytotoxic
and genotoxic effects. In biological fluids, proteins adsorb onto the NP surface and
form a protein corona that can modify their biological identity. This study evaluated
protein corona formation following the incubation of ZnO NPs with fetal bovine serum
(FBS) and its influence on in vitro cytotoxicity and genotoxicity in Chinese hamster
ovary (CHO) cells. The NPs were evaluated at concentrations of 0, 1, 10, and 100
Mg/mL, with or without prior incubation with FBS. The dispersions were characterized
by dynamic light scattering, Fourier-transform infrared spectroscopy, Raman
spectroscopy, and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Cellular metabolic activity was assessed using the MTT and Alamar Blue
assays, together with morphological analysis by inverted light microscopy. DNA
damage was investigated using the comet assay. Data were analyzed using the
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple-comparison test, with a significance
level of 5%. At 100 yg/mL, incubation with FBS reduced the mean hydrodynamic
diameter of the NPs from 1,247 + 250 to 123 + 3 nm, while the Zeta potential ranged
from -10.0 £ 5.1 to -13.4 £ 0.9 mV. SDS-PAGE demonstrated protein association
with the NPs, with predominant bands between 25 and 35 kDa. The FTIR spectra
showed bands between 456 and 683 cm™, consistent with Zn—O bond vibrations,
whereas Raman signals between 1,075 and 2,337 cm™ were associated with organic
components in the samples incubated with FBS. In the MTT assay, after 24 h,
metabolic activity was reduced at 10 and 100 ug/mL, both with and without prior
incubation with FBS, compared with the control (p < 0.05). At 1 ug/mL, NPs
incubated with FBS resulted in higher metabolic activity than NPs without prior
incubation with FBS (p < 0.05) and did not differ from the control (p > 0.05). After 48
h, only the concentration of 100 ug/mL reduced metabolic activity, regardless of prior
incubation with FBS (p < 0.05). In the Alamar Blue assay, after 24 h, NPs without
FBS reduced metabolic activity at 10 and 100 ug/mL, whereas NPs incubated with
FBS reduced metabolic activity only at 100 ug/mL (p < 0.05). At 10 pg/mL, NPs
incubated with FBS resulted in higher metabolic activity than NPs without FBS (p <
0.05) and did not differ from the control (p > 0.05). After 48 h, only the concentration



of 100 ug/mL reduced metabolic activity, regardless of prior incubation with FBS (p <
0.05). In the comet assay, the percentage of DNA in the tail did not differ among the
groups (p > 0.05). However, the Olive tail moment increased in cells exposed to 1
and 100 pg/mL of NPs incubated with FBS compared with both the control and the
corresponding concentrations without FBS (p < 0.05). The results demonstrate that
the adsorption of FBS proteins modified the physicochemical properties and
biological effects of ZnO NPs. Therefore, protein corona formation should be
considered when characterizing nanomaterial dispersions and interpreting in vitro

nanotoxicology assays.

Keywords: nanosafety; in vitro toxicity; CHO cells.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento e a aplicagcdo de nanomateriais (NMs) tém crescido
significativamente nas ultimas décadas, impulsionando avancos em diferentes
setores, como agronegécio, cosméticos, medicina e industria farmacéutica. As
propriedades diferenciadas desses materiais decorrem principalmente de suas
dimensbes nanométricas, que lhes conferem elevada area superficial e maior
reatividade quimica em comparagao aos materiais convencionais (Bogdan et al.,
2017). Como consequéncia, as nanoparticulas (NPs) podem interagir com estruturas
biolégicas em escala molecular, modificando processos celulares e desencadeando
respostas bioldgicas especificas (Menon et al., 2023; El Yamani et al., 2024).

Entre os NMs de maior interesse destacam-se as NPs de 6xido de zinco (NPs
Zn0O), amplamente utilizadas devido as suas propriedades 6pticas, antimicrobianas e
de absorcao da radiacao ultravioleta. Essas caracteristicas favorecem sua aplicagao
em cosmeéticos, fertilizantes, aditivos alimentares, revestimentos de implantes e
biomateriais destinados a regeneracao 6ssea, além de diversas outras aplicagdes
biomédicas e industriais (Youn et al.,, 2022; Wen et al., 2023; Zhou et al. 2023,
Akhtar et al., 2024).

Embora o 6xido de zinco em sua forma micrométrica seja considerado um
material de baixa toxicidade, estudos recentes demonstram que suas nanoformas
podem induzir efeitos adversos em sistemas biolégicos (Karlsson et al., 2009; Caron
et al., 2024). Essas respostas estdo relacionadas as propriedades fisico-quimicas
caracteristicas da escala nanométrica, como o aumento da area superficial, da
reatividade quimica e da capacidade de interacdo com biomoléculas, tornando
necessaria a avaliagdo de sua seguranga para a saude humana e para o0 meio
ambiente (Mohr et al., 2017; Akhtar et al., 2024).

Além da elevada reatividade superficial, as NPs apresentam tendéncia a
agregacao e a interagdo com componentes presentes nos meios bioldgicos, fatores
que podem influenciar sua biodisponibilidade e seu potencial téxico. Entre os efeitos
descritos destacam-se alteragdes na viabilidade celular, inducao de estresse oxidativo
e danos ao material genético. Nesse contexto, os ensaios in vitro representam

ferramentas importantes para a triagem inicial da toxicidade de NMs, permitindo a
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investigacdo rapida e controlada dos mecanismos envolvidos na resposta
celular a exposicao (Awashra e Mlynarz, 2023; Burgum et al., 2024; El Yamani et al.,
2024).

Quando entram em contato com fluidos biolégicos, as NPs adsorvem
espontaneamente biomoléculas em sua superficie, formando uma camada
denominada biocorona proteica. Essa camada passa a constituir a interface entre o
NM e o sistema bioldégico, modificando sua identidade original e influenciando
processos como estabilidade coloidal, biodistribuicdo, reconhecimento celular,
captacéo pelas células e resposta imunoldgica (Vilanova et al., 2016; Wang et al.,
2024). Em experimentos in vitro, o soro fetal bovino (SFB) é uma das principais fontes
de proteinas para a formacao da biocorona, sendo capaz de alterar o comportamento
das NPs durante a exposicéo celular (Miao et al., 2024).

O efeito da biocorona proteica sobre a toxicidade das NPs ainda permanece
controverso. Dependendo da composicdo e da conformagdo das proteinas
adsorvidas, essa camada pode atuar como uma barreira fisica, reduzindo a dissolugao
de ions e atenuando os danos celulares. Por outro lado, também pode favorecer a
internalizagdo das NPs e intensificar seus efeitos toxicos, modificando sua interagao
com diferentes tipos celulares (Bai et al., 2021).

Para investigar esses efeitos, a linhagem celular de ovario de hamster chinés
(CHO) constitui um modelo experimental amplamente utilizado em estudos de
toxicidade e genotoxicidade. Suas caracteristicas de crescimento estavel em
monocamada, elevada reprodutibilidade experimental e sensibilidade a deteccao de
danos cromossémicos justificam seu emprego em estudos toxicolégicos. Além disso,
a linhagem é recomendada pela Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento
Econdmico (OECD) para ensaios de micronucleo in vitro, sendo amplamente utilizada
na avaliagdo da genotoxicidade de substancias quimicas e NMs (OECD TG 487,
2016; Wagner et al., 2017).

Apesar dos avancos na compreensdo da interacdo entre NMs e sistemas
biolégicos, ainda sao limitados os estudos que investigam como a biocorona formada
a partir da interacédo entre o SFB e as NPs ZnO influencia a citogenotoxicidade em
células CHO. Considerando que a composi¢cao da biocorona pode modificar as

propriedades fisico-quimicas das NPs e alterar sua interagcdo com as células, torna-
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se necessario compreender seu papel na modulagdo das respostas biolégicas
induzidas por esses NMs. Dessa forma, o presente estudo busca contribuir para o
entendimento da influéncia da biocorona proteica sobre a citotoxicidade e a
genotoxicidade das NPs ZnO, fornecendo informacdes relevantes para a avaliagéo de
sua seguranca e para o desenvolvimento de aplicacbes mais seguras na area da

nanotecnologia.
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2 HIPOTESE

A hipotese deste estudo é que a adsorgcao de proteinas do soro fetal bovino
(SFB) na superficie das nanoparticulas de éxido de zinco (NPs de ZnO) forma uma
biocorona que modifica suas propriedades fisico-quimicas e influencia seus efeitos

citotoxicos e genotoxicos em células CHO in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da biocorona proteica formada apds a incubagao com soro
fetal bovino (SFB) sobre as propriedades fisico-quimicas e os efeitos citotoxicos e
genotdxicos das nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO) em células de

ovario de hamster chinés (CHO) in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas das NPs de
ZnO antes e apos a incubagao com SFB por espalhamento de luz dindmico (DLS),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
Raman, microscopia de forga atbmica (AFM) e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV).

- Analisar a adsorcao de proteinas do SFB na superficie das NPs de ZnO e
caracterizar o perfil proteico da biocorona por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

- Avaliar a influéncia da biocorona sobre a atividade metabdlica e a
morfologia das células CHO expostas as NPs de ZnO por meio dos ensaios de MTT
e Alamar Blue e da analise por microscopia de luz invertida.

- Avaliar a influéncia da biocorona sobre o dano ao DNA induzido pelas

NPs de ZnO em células CHO por meio do ensaio cometa.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 NANOPARTICULAS DE ZnO

O Zinco (Zn) € um elemento-traco essencial para os organismos vivos e
participa de diversos processos fisiologicos, incluindo o crescimento, a cicatrizagao de
feridas, a regulacédo da resposta imune e o metabolismo celular. Além disso, atua
como cofator de numerosas enzimas envolvidas na defesa antioxidante, contribuindo
para a protecao das células contra os efeitos dos radicais livres (Kujur et al., 2016).
Na producdo animal, o Zn é amplamente utilizado como aditivo alimentar para
melhorar o desempenho zootécnico e a saude dos animais. Esse elemento pode ser
fornecido por fontes orgénicas, como lactato de zinco, complexos com aminoéacidos e
quelatos, ou por fontes inorganicas, entre as quais se destacam o sulfato de zinco e o
oxido de zinco (Saptarshi et al., 2015).

Na escala nanométrica, as nanoparticulas de o6xido de zinco (NPs ZnO)
apresentam propriedades fisico-quimicas distintas daquelas observadas no material
em escala convencional, o que amplia suas possibilidades de aplicagdo. Essas NPs
tém sido empregadas na medicina e na produgdo animal, contribuindo para o
diagnostico e o tratamento de doencas, além de favorecerem a digestibilidade dos
alimentos e a saude dos animais (Banumathi et al., 2017; Bogdan et al., 2017).
Atualmente, as NPs ZnO estao entre os NMs mais utilizados em produtos industriais
e de consumo, com aplicacdes em revestimentos, cosméticos e protetores solares
(Rahman et al., 2022).

As NPs ZnO apresentam atividade antioxidante por diferentes mecanismos,
tanto em ambientes extracelulares quanto intracelulares. Embora ainda n&o existem
evidéncias conclusivas de que promovam a neutralizagao direta de espécies reativas
de oxigénio (EROs) no interior das células, sua agao esta associada principalmente
a modulacado dos sistemas enzimaticos de defesa antioxidante (Das et al., 2013).
Além disso, propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias tém sido descritas
para essas NPs, o que justifica o interesse em seu uso em aplicacbes biomédicas
relacionadas a cicatrizacao de feridas, a modulagédo da resposta imune e a protecéo

contra danos oxidativos (Yang; Xiong; Long, 2025).
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As NPs ZnO sdao encontradas em produtos de cuidados pessoais,
especialmente em cosméticos e protetores solares, devido a sua elevada capacidade
de absorver radiacdo ultravioleta enquanto mantém alta transparéncia a luz visivel.
Essa combinagdo de propriedades € caracteristica das particulas em escala
nanomeétrica e ndo é observada nas formas micro ou submicrométricas do 6xido de
zinco, tornando esses NMs particularmente adequados para aplicacdes que exigem

protecao solar sem alteragao significativa da aparéncia do produto (Yin et al., 2015).

4.2 BIOCORONA PROTEICA

Ao entrarem em contato com meios biologicos, as NPs interagem com
biomoléculas presentes no sangue, no fluido intersticial e no ambiente intracelular,
principalmente proteinas, mas também lipidios e metabdlitos. Em razédo da elevada
energia superficial das NPs, essas interagbes ocorrem por for¢cas de van der Waals,
ligacOes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, promovendo
a adsorcdo espontanea de biomoléculas e a formagao da biocorona, que é
predominantemente proteica (Mahmoudi, 2022).

A composig¢do da biocorona depende tanto da abundéancia das biomoléculas
presentes no meio quanto da afinidade dessas moléculas pela superficie da NP. Em
ensaios realizados in vitro, o soro fetal bovino (SFB) representa a principal fonte de
proteinas para sua formagao, sendo a albumina e as imunoglobulinas algumas das
proteinas mais frequentemente adsorvidas (Mahmoudi, 2022).

A formagdo da biocorona modifica as propriedades biolégicas das NPs e
influencia processos como a biodistribui¢cao, a captacao celular e a interagcdo com o
sistema imunoldgico. Ao revestir a superficie da NP com biomoléculas do meio
biolégico, a biocorona passa a constituir a interface efetivamente reconhecida pelas
células, podendo reduzir o reconhecimento pelo sistema imune, aumentar a
biocompatibilidade, prolongar o tempo de circulagéo e alterar a resposta celular frente
ao NM (Mayordomo et al., 2025).

A adsorcdo de proteinas em superficies expostas a fluidos biolégicos foi
descrita inicialmente por Vroman em 1962 (Vroman, 1962). Desde entdo, diversos

estudos demonstraram que essa camada biomolecular determina, em grande parte,
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o comportamento das NPs no ambiente biolégico. Dessa forma, a estrutura, a
composicao e a dinamica da biocorona influenciam diretamente a interagédo entre as
NPs e os sistemas celulares (Mayordomo et al., 2025).

As caracteristicas da superficie das NPs também exercem papel importante na
formacgao da biocorona. Superficies hidrofébicas ou apolares tendem a estabelecer
interacbes mais fortes e estaveis com as proteinas adsorvidas. Durante esse
processo, algumas proteinas podem sofrer alteragbes conformacionais, com
exposicao de regides hidrofébicas anteriormente ocultas, o que pode resultar em
desenovelamento parcial ou desnaturagcado e modificar sua atividade biolégica (Miao
et al., 2024; Lundqyvist et al, 2011).

Estruturalmente, a biocorona é composta por duas camadas principais,
denominadas coroa dura (hard corona) e coroa mole (soft corona), cuja formagao
depende da afinidade e da estabilidade das biomoléculas associadas a superficie da
NP. A coroa dura é formada por proteinas fortemente adsorvidas por interacdes
eletrostaticas, hidrofébicas e outras forgas intermoleculares, apresentando baixa taxa
de troca e elevada estabilidade (Shannahan, 2017). Em contraste, a coroa mole &
constituida por biomoléculas fracamente ligadas, que permanecem em equilibrio
dinamico com o meio e podem ser facilmente substituidas por outras proteinas
presentes no ambiente biolégico (Lundqvist et al, 2011).

A elevada estabilidade da coroa dura permite que as NPs sejam submetidas a
etapas de centrifugacdo e lavagem para remocao das proteinas fracamente
adsorvidas sem comprometer sua estrutura. Por esse motivo, a hard corona é
frequentemente utilizada para estudos de caracterizagcdo da biocorona e para a
investigacao de seus efeitos sobre o comportamento biolégico das NPs (Mayordomo
et al., 2025).

A adsorcao de proteinas a superficie das particulas de ZnO pode alterar seu
comportamento coloidal, com modificagdes no tamanho hidrodinAmico e no potencial
Zeta. Estudos realizados em meios bioldgicos simulados contendo proteinas
plasmaticas relataram redugdo do tamanho hidrodindmico apés 24 h de incubagéo.
Esse resultado foi associado a estabilizacdo coloidal promovida pelas proteinas
adsorvidas e a redugdo da aglomeragdo das particulas (Vranic et al.,, 2017;
Churchman et al.,, 2013). Entretanto, alteragdes no tamanho hidrodindmico e no
potencial Zeta ndo comprovam, isoladamente, a formagao da biocorona, que deve

ser confirmada por métodos de deteccao e caracterizagao das proteinas adsorvidas.
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Em meios aquosos sem proteinas, as NPs de ZnO podem formar
aglomerados devido a elevada energia superficial e as interagdes entre as
particulas. A presengca de albumina sérica bovina pode modificar esse
comportamento, pois sua adsorgéo a superficie das NPs altera a carga superficial e
as interagcbes entre as particulas. Em determinadas condi¢cdes experimentais, esse
processo resulta em menor tamanho hidrodindmico, compativel com a reducédo da
aglomeragcao e o aumento da estabilidade coloidal (Sasidharan, Chandran e Khan,
2013; Yu et al., 2017). Esse efeito depende da concentragao de proteinas, do pH, da
forca ibnica, do tempo de incubagao e das caracteristicas das NPs.

A formacao da biocorona também pode modificar a interacdo das
nanoparticulas com a membrana celular e sua internalizagcio. Entretanto, a direcao e
a intensidade desse efeito dependem da composicdo da biocorona, das
propriedades das nanoparticulas e do tipo celular. Estudos prévios demonstraram
que proteinas distintas adsorvidas a superficie das nanoparticulas podem exercer

efeitos diferentes sobre a captagao celular (Ritz et al., 2015).

4.3 CELULAS CHO

A linhagem celular CHO-K1 é uma linhagem imortalizada derivada do ovario de
hamster chinés (Cricetulus griseus) adulto e foi descrita originalmente por Puck et al.
(1958). Desde entéao, tornou-se um dos sistemas celulares mais utilizados na industria
biofarmacéutica para a produgdo de proteinas recombinantes em larga escala,
incluindo anticorpos monoclonais, vacinas e produtos destinados a terapia génica
(Mattson et al., 2025).

As células CHO apresentam elevada capacidade de adaptagao a diferentes
condicbes de cultivo, podendo crescer tanto em suspensao quanto em aderéncia,
caracteristica que contribui para sua ampla utilizacdo como sistema de expressao de
proteinas complexas (Tihanyi & Nyitray, 2020). Além disso, protocolos de transfecgéao,
amplificagdo génica e selegao clonal estdo bem estabelecidos para essa linhagem,
permitindo a obtengao de clones altamente produtivos.

Outra caracteristica importante das células CHO é a capacidade de realizar

modificagbes pos-traducionais semelhantes as observadas em células humanas,
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especialmente processos de glicosilagdo. Essas modificagdes influenciam
diretamente a atividade biolégica, a estabilidade e a meia-vida das proteinas
recombinantes, além de contribuirem para a reducdo da imunogenicidade e para a
segurancga dos produtos biotecnolégicos (Meeson et al., 2025). O amplo histérico de
utilizacao industrial e as sucessivas aprovacdes regulatorias reforcam sua
confiabilidade para a producgéo de biofarmacos (Lim et al., 2010).

Além das aplicagdes biotecnoldgicas, a linhagem CHO-K1 é amplamente
empregada em estudos toxicolégicos e genotoxicologicos. As diretrizes da
Organizagéao para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) recomendam
essa linhagem como modelo para o ensaio de micronucleo in vitro (OECD Test
Guideline 487), um dos principais métodos para avaliagdo de danos cromossémicos
induzidos por agentes quimicos e NMs. Por essa razdo, as células CHO-K1 séo
frequentemente utilizadas em estudos que investigam o potencial genotoxico de NPs

e outros compostos de interesse biomédico (Jiang et al., 2013).

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A caracterizacéo fisico-quimica dos NMs é uma etapa fundamental em estudos
de nanotoxicologia, pois suas propriedades influenciam diretamente o comportamento
em sistemas biologicos e, consequentemente, os efeitos toxicos observados. A
composi¢ao quimica, o tamanho, a forma, a carga superficial e o estado de agregacao
ou aglomeragao determinam a reatividade dos NMs, sua estabilidade no meio de
exposicao e sua interacdo com células e biomoléculas (Gunsolus & Haynes, 2016).

Dessa forma, a interpretacdo dos resultados obtidos em ensaios biolégicos
deve ser acompanhada de uma caracterizacdo detalhada das NPs, considerando
parametros como composicdo quimica, tamanho, area superficial, morfologia,
estrutura cristalina, rugosidade, potencial Zeta, revestimento superficial, taxa de
dissolugéo, dispersao, estabilidade no meio de ensaio e formacdo da biocorona.
Essas caracteristicas podem modificar a captacado celular, favorecer ou dificultar
processos de endocitose e alterar a biodisponibilidade e a toxicidade das NPs
(Landsiedel et al., 2022).

Entre as técnicas mais empregadas para a caracterizacao fisico-quimica
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destaca-se o Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), utilizado para determinar o
tamanho hidrodindmico, o indice de polidispersdo e o potencial Zeta, parametros
relacionados a estabilidade coloidal das dispersées. A Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) e a Microscopia de Forgca Atdmica (AFM) sao amplamente
utilizadas para avaliar o tamanho, a morfologia e a topografia das NPs, fornecendo
informagbes complementares sobre sua estrutura.

Ja a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e a
espectroscopia Raman permitem identificar grupos funcionais e alteragcdes na
composi¢cao quimica da superficie das NPs. A espectroscopia Raman investiga os
modos vibracionais das moléculas, fornecendo informacdes complementares. Os
espectros Raman de proteinas apresentam bandas associadas a cadeia principal
peptidica, as cadeias laterais aromaticas ou as cadeias laterais contendo enxofre. Em
pesquisas € preferida para a analise dos espectros Raman de complexos proteina—
nanoparticula em solucdo aquosa; além disso, os espectros Raman tendem a ser mais
simples do que os espectros de infravermelho, uma vez que as vibragdes localizadas
de ligagdes duplas ou triplas, ou de grupos ricos em elétrons, produzem bandas mais
intensas do que as vibracdes de ligagcdes simples ou de grupos pobres em elétrons
(Pederzoli et al., 2017).

Em conjunto, essas técnicas fornecem informacdes essenciais para
compreender o comportamento dos NMs em meios biologicos e estabelecer relagbes
entre suas propriedades fisico-quimicas e os efeitos observados em estudos de

citotoxicidade e genotoxicidade.

4.5 AVALIAGAO DE CITOTOXICIDADE

A avaliagao da citotoxicidade constitui uma etapa fundamental nos estudos de
nanotoxicologia, pois permite determinar os efeitos das NPs sobre a viabilidade, a
morfologia e o metabolismo celular.

A microscopia de luz invertida representa uma abordagem simples para a
avaliacao inicial da citotoxicidade, permitindo a observacdo direta das células e a
identificagcao de alteragdes morfologicas decorrentes da exposicdo as nanoparticulas.

Entre essas alteragcbes destacam-se mudancas na forma celular, retragao
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citoplasmatica, perda de adesdo ao substrato, vacuolizacédo e alteragdes nucleares
(Liu et al., 2010). Embora essa analise seja predominantemente qualitativa, ela
fornece informacdes importantes sobre a integridade celular e complementa os
resultados obtidos pelos ensaios quantitativos de viabilidade.

Além da avaliagcdo morfoldgica, a viabilidade celular pode ser estimada por
ensaios que mensuram a atividade metabdlica das células. Esses métodos baseiam-
se na capacidade de células viaveis reduzirem compostos indicadores por meio de
reacdes enzimaticas, permitindo uma estimativa indireta do numero de células
metabolicamente ativas presentes na amostra (Thorn, 2016).

O ensaio de metil tiazol tetrazolio (MTT) é um dos métodos mais utilizados
para esse fim. Nesse ensaio, 0 sal de tetrazdlio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio brometo, de coloracdo amarelo-palida, é reduzido por enzimas
oxidoredutoras presentes em células metabolicamente ativas, formando cristais
insoluveis de formazan de coloragcdo azul-escura ou purpura. Apds su a
solubilizacdo, a quantidade de formazan produzida ¢é determinada por
espectrofotometria e apresenta relagao direta com a atividade metabdlica e com o
namero de células viaveis presentes na amostra (Lewinski et al., 2008).

Outro método amplamente empregado € o ensaio de resazurina (Alamar
Blue), que avalia a atividade metabdlica por meio da reducédo da resazurina, um
composto azul nao fluorescente, em resorufina, de coloracdo rosa e altamente
fluorescente. Essa conversao ocorre pela agao de cofatores reduzidos, como NADH
e FADH,, produzidos durante o metabolismo celular, sendo proporcional a atividade
metabdlica das células viaveis. Assim, a intensidade da fluorescéncia ou da
absorbancia obtida reflete indiretamente a viabilidade celular (Lewinski et al., 2008;
Shvedova et al., 2003).

4.6 AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE

As NPs podem induzir genotoxicidade por diferentes mecanismos. Entre eles
destacam-se a interagao direta com o DNA, a interferéncia em proteinas envolvidas
nos processos de replicagdo, transcrigao e reparo do material genético e a indugéo de

estresse oxidativo pela geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Jiang et al.,
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2013). Além disso, processos inflamatoérios desencadeados pela exposi¢cao as NPs
podem aumentar secundariamente a producao de EROs e contribuir para o
surgimento de lesées no DNA (Landsiedel et al., 2009). Grande parte dos danos
genotoxicos associados as NPs ocorre por mecanismos indiretos, envolvendo
alteracbes em organelas como lisossomos e mitocondrias, que culminam em
desequilibrio redox e danos ao material genético (Landsiedel et al., 2022).

A capacidade das nanoparticulas de interagir com componentes celulares
depende de caracteristicas como tamanho, composi¢cdo quimica, carga superficial e
estado de agregacado. Esses fatores influenciam sua internalizacédo e distribuicéo
intracelular. Em geral, particulas com dimensdes reduzidas apresentam maior
facilidade para atravessar barreiras biolégicas e alcangar compartimentos
intracelulares por diferentes mecanismos de transporte.

Estudos demonstram que NPs com aproximadamente 100 nm podem ser
eficientemente internalizadas por endocitose, enquanto particulas menores que 10
nm podem atravessar membranas celulares por difusdo passiva ou outros
mecanismos de transporte (Drescher et al., 2011; Schulz et al., 2012). Além disso,
NP com dimensées inferiores a aproximadamente 39 nm podem alcancgar o nucleo
celular por meio de poros nucleares utilizando mecanismos dependentes de
sinalizagao (Panté & Kann, 2002).

A avaliagcdo da genotoxicidade de NPs é realizada por diferentes métodos
capazes de detectar danos ao DNA e alteracbes cromossdmicas. Destaca-se o
ensaio cometa em células de mamiferos, ambos amplamente utilizados devido a
elevada sensibilidade e a capacidade de identificar diferentes tipos de lesbes
genéticas (Landsiedel et al., 2009; Kisin et al., 2007). O ensaio cometa, também
conhecido como eletroforese em gel de célula unica, permite detectar quebras
simples e duplas nas fitas de DNA, além de sitios alcali - Iabeis, sendo considerado
um dos métodos mais sensiveis para a identificagéo precoce de danos genéticos.

Durante o procedimento, células submetidas a eletroforese apresentam
migragdo do DNA fragmentado, formando uma estrutura semelhante a um cometa,
cuja intensidade da cauda é proporcional ao grau de dano genético. Apesar de sua
ampla utilizagdo em estudos experimentais e de sua elevada sensibilidade para
avaliacdo da genotoxicidade de NPs, ainda n&o existe um protocolo completamente
harmonizado para sua aplicacéo por todas as agéncias reguladoras internacionais
(Kim et al., 2013).
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido de quatro etapas, conforme ilustrado na Figura
1: 1) dispersdo das NP e com ou sem pré-incubagdo com SFB para a formagao da
corona proteica; 2) caracterizagao fisico-quimica; 3) avaliacao da citotoxicidade e 4)
analise da genotoxicidade. Para as analises bioldgicas foi utilizada a linhagem celular
de ovario de hamster chinés CHO-K1 (ATCC).

As concentragbes de NPs ZnO foram selecionadas com base em estudos
prévios que demonstraram sua relevancia para a investigagdo das interagdes entre
NPs, biomoléculas e efeitos bioldgicos (Franqui et al., 2019; Fayer et al., 2019). A
metodologia para formag¢ao da biocorona proteica foi adaptada de Tekie et al. (2020)
e Zhang et al. (2024), consistindo na incubagéo das NPs ZnO com 10% de SFB sob
agitagdo magnética a 35 °C durante uma hora. Foram estabelecidos sete grupos
experimentais para comparar os efeitos das trés concentragdes de NPs ZnO (1, 10 e

100 ug/mL), na presenca e na auséncia da biocorona proteica.

5.1 PREPARO DAS NPs ZnO REVESTIDAS COM BIOCORONA PROTEICA

A solugado estoque de NPs ZnO (<50 nm, >97%, Sigma-Aldrich, Alemanha)
revestidas com corona proteica foi preparada dispersando-se 0,001 g do NM em 900
ML de meio de cultura DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient
Mixture F-12, Sigma Aldrich, Alemanha) sem suplementacgao. A disperséao foi realizada
em sonicador de ponteira (UP200S, Hielscher) com um ciclo de 0,8 e amplitude de 8
por 1 minuto. Na sequéncia, a suspensao foi imediatamente suplementada com 10%
de SFB (Nova Biotecnologia, Brasil) e incubada a 35°C por 1 hora sob agitagcao
magnética para permitir a formagdo da corona proteica na superficie das NPs. A
partir desta solugcdo estoque, foram preparadas as diluigdes correspondentes as

concentragdes finais de 1, 10 e 100 ug/mL utilizadas nos experimentos.

5.2 PREPARO DAS NPs ZnO EM MEIO BASAL (SEM BIOCORONA)
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A solucao estoque de NPs ZnO em meio basal foi preparada de forma analoga
ao procedimento descrito para os grupos com biocorona, porém sem a adigdo de SFB
e sem a etapa de agitacdao magnética. Para isso, 0,001 g das NPs ZnO (< 50 nm, >
97%, Sigma-Aldrich, Alemanha) foram dispersos em 900 yL de meio DMEM/F12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Sigma-Aldrich, Alemanha)
por sonicagdo em sonicador de ponteira UP200S (Hielscher), utilizando ciclo de 0,8 e
amplitude de 8, por 1 minuto. Subsequentemente, a partir desta solugao estoque,

foram preparadas as diluigées nas concentragdes finais de 1, 10 e 100 pg/mL.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS
REVESTIDA COM PROTEINA CORONA

5.3.1 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

A estabilidade coloidal das NPs ZnO (com e sem corona proteica) foi avaliada
pela determinacdo de trés parémetros: o tamanho hidrodindmico, o indice de
polidispersdao (IPD) e o potencial Zeta. As analises foram conduzidas por
espalhamento de luz dindmico (DLS) para a medi¢cdo de tamanho e IPD, e por
mobilidade eletroforética para o célculo do potencial Zeta (Zhou et al., 2022). Todas
as medic¢des foram realizadas em um equipamento Malvern 3000 ZetaSizer NanoZS
(Malvern Instruments, Reino Unido) no Laboratério de Nanotecnologia para Saude e

Producao Animal da Embrapa Gado de Leite.

53.2 ESPECTROSCOPIA° RAMAN E INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADADE FOURIER (FTIR-ATR)

A caracterizacao estrutural das NPs ZnO foi realizada utilizando as amostras
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na forma de po, tanto na auséncia quanto na presencga da biocorona proteica, uma
vez que a presenga de agua e dos componentes do meio de cultura pode interferir
nas analises espectroscopicas. Para a analise Raman, as amostras em po6 foram
depositadas sobre uma lamina e secas previamente a analise. Os espectros foram
obtidos em um espectrémetro Bruker Senterra (Bruker, EUA) com os seguintes
parametros: laser de 632,8 nm, poténcia de 10 mV, 15s de exposicao, objetiva 50x e
resolugao espectral de 3-5 cm™.

Os espectros de infravermelho (FTIR-ATR) foram obtidos em um equipamento
Bruker Hyperion 3000 (Bruker, EUA) utilizando 64 escaneamentos para cada amostra.
Ambas as analises foram conduzidas no Nucleo de Espectroscopia e Estrutura
Molecular (NEEM) do Departamento de Quimica da UFJF.

5.3.3 ELETROFORESE EM GEL (SDS-PAGE)

A formacdo da biocorona proteica na superficie das NPs ZnO foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-Page),
conforme metodologia descrita por Pourali et al. (2022). Apés a incubagao com SFB,
o complexo NP-biocorona foi isolado por centrifugacédo a 15.000 rpom durante 15
minutos, sendo o sobrenadante, contendo as proteinas ndo adsorvidas, descartado.

Para a analise das proteinas adsorvidas, uma aliquota de 40 yL do complexo
NP-biocorona foi aplicada em um gel de poliacrilamida 6% Bis-Tris (1,0 mm x 10
pocos), juntamente com um marcador padrao de massa molecular (Precision Plus,
Bio-Rad). A corrida eletroforética foi conduzida em um sistema Mini-PROTEAN (Bio-
Rad) sob corrente constante de 32 mA por 90 minutos. Ao término da eletroforese,
os géis foram corados com Coomassie Blue a 1% por 8 h e, posteriomente lavados
com agua ultrapura (ddH,O) durante 1 h para a remogéo do excesso de corante e

visualizacao do perfil de bandas proteicas.

5.3.4 MICROSCOPIA DE FORGCA ATOMICA (AFM)
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A topografia e a rugosidade superficial das NPs ZnO, na auséncia e na
presenca da biocorona proteica, foram analisadas por Microscopia de For¢ca Atdbmica
(AFM). Para as analises, as amostras na concentracdo de 100 pg/mL foram
depositadas sobre as laminas para microscopia Corning (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
s mantidas em dessecador de vidro por 24h para secagem.

As imagens foram obtidas em um microscopio Nanosurf easyScan 2 (Nanosurf
Instruments), operando no modo intermitente (tapping mode). As aquisicoes foram
realizadas com area de varredura de 5x5 pym, mantendo-se a amplitude de oscilagéo
do cantilever em um setpoint de 50 mV. As analises foram conduzidas no Laboratério
de Nanotecnologia para Saude e Produgdo Animal da Embrapa Gado de Leite (Juiz
de Fora, MG).

5.3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia e o tamanho das NPs ZnO na forma de p6, sem a formacgéao da
biocorona proteica, foram avaliados por por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Para a preparagado das amostras, o p6 foi depositado sobre fita de carbono
dupla-face fixada em stubs de aluminio. As micrografias foram adquiridas em um
microscépio Quanta 250 FEI (Thermo Fisher), operando em modo de alto vacuo com
uma tensao de aceleracao de 20 kV. As analises foram realizadas no Laboratério de

Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

5.4 AVALIAGCAO DA CITOCOMPATIBILIDADE DAS NANOPARTICULAS NA
PRESENCA OU AUSENCIA DE BIOCORONA PROTEICA

5.4.1 CULTIVO CELULAR

As células CHO (ATCC CHO-K1) foram cultivadas em meio de cultura
DMEM/F12 suplementado com 10% SFB (Nova Biotecnologia, Brasil) pH 7,25,
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antibidtico 1% (v/v; 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg de estreptomicina mL-1, LG
Biotecnologia, Brasil) e 1% aminoacido ndo essencial (v/v; LGC Biotecnologia, Brasil).
As culturas foram mantidas em incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO,
(Thermo Scientific Forma Series 3, EUA).

A manutencdo das culturas foi realizada por meio da substituicdo do meio de
cultura a cada 48 h e da subcultura das células quando atingiam aproximadamente
80% de confluéncia. Para esse procedimento, as células foram inicialmente lavadas
com 500 pL de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,2), submetidas ao
desprendimento com 300 uL de tripsina (Sigma-Aldrich, Alemanha) e, em seguida, a
atividade enzimatica foi interrompida pela adicdo de meio de cultura suplementado
com SFB.

5.4.2 MICROSCOPIA DE LUZ

As células CHO foram plaqueadas em placas de 96 pocos na densidade de 5
x 10® células/pogo com o meio de cultura suplementado, conforme descrito
anteriormente (5.4.1). O monitoramento da morfologia, da ades&o e do crescimento
celular foi realizado diariamente durante todo o periodo de exposicado as NPs, por meio
de microscopia de luz invertida. As imagens foram obtidas em microscopio Zeiss

PrimoVer (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

5.4.3 ENSAIO DE METIL TIAZOL TETRAZOLIO (MTT)

As células CHO foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 5 x
103 células por pogo (n=12 para cada tratamento) com 200 yl de meio de cultivo em
placa de 96 pocgos, por 24 h para aderéncia das células. Apds esse tempo, 200 ul de
meio de cultivo contendo diferentes concentragcdes de NP ZnO com e sem a biocorona
proteica (1; 10 e 100 ug/mL) foram adicionados em cada pogo e incubadas durante
24 h. Paralelamente, foram incluidos pogos contendo apenas as suspensdes de NPs

ZnO nas respectivas concentragdes, sem células, para serem utilizados como brancos
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e permitir a corregcao de possiveis interferéncias opticas das nanoparticulas na leitura
espectrofotométrica.

Apods o periodo de exposicdo de 24h e 48h, o meio de cultura foi substituido
por 180 uL de meio DMEM/F12 sem suplementacdo com SFB, acrescido de 20 uL
de solugado de MTT (5 mg/mL; Sigma-Aldrich, Alemanha). As placas foram incubadas
por 4 h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO, (Thermo Scientific Forma Series
3, EUA), permitindo a formacdo dos cristais de formazan pelas células
metabolicamente ativas.

Em seguida, a solugao contendo o MTT foi removida e os cristais de formazan
foram solubilizados pela adicao de 200 pL de alcool isopropilico acidificado em cada
poco, seguida de incubacgao por 1 h a 37 °C. A absorbancia foi determinada a 570 nm
utilizando um espectrofotémetro Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Fisher
Scientific). Os valores obtidos para os pogos contendo apenas as NPs foram utilizados
como branco e subtraidos das respectivas leituras experimentais, minimizando

possiveis interferéncias decorrentes da absorcéo ou dispersao da luz pelas NPs ZnO.

5.4.4 ALAMAR BLUE

A viabilidade celular também foi avaliada pelo ensaio fluorimétrico de Alamar
Blue (resazurina). Para isso, as células CHO foram semeadas em placas de 96 pogos
na densidade de 5 x 10° células por pogco e expostas aos diferentes grupos
experimentais por 24 e 48 h. Paralelamente, foram preparados pogos contendo
apenas as suspensodes de NPs ZnO nas respectivas concentragdes, sem células, para
serem utilizados como brancos e possibilitar a correcao de eventuais interferéncias
das NPs nas leituras espectrofotométricas e fluorimétricas.

Ao término de cada periodo de exposicado, 0 meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, foram adicionados 200 uL
de solugdo de Alamar Blue a 0,1% (v/v) em cada pogo, e as placas foram incubadas
por 4 h a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO, (Thermo Scientific Forma Series
3, EUA), protegidas da luz.

Apds a incubacao, o sobrenadante de cada poco foi transferido para uma placa

de 96 pocos e a viabilidade celular foi determinada por meio da leitura da absorbancia
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a 600 nm utilizando um espectrofotdmetro Varioskan Flash Multimode Reader
(Thermo Fisher Scientific). Os valores obtidos para os pocos contendo apenas as NPs
foram utilizados como branco e subtraidos das respectivas leituras experimentais,
minimizando possiveis interferéncias decorrentes da absorcéao, dispersédo da luz ou

fluorescéncia intrinseca das NPs ZnO.

5.5 ANALISE DA GENOTOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS NA
PRESENCA OU AUSENCIA DE BIOCORONA

5.5.1 ENSAIO COMETA

O teste cometa foi realizado em condi¢des alcalinas (pH> 13), de acordo com
o protocolo estabelecido por Singh et al. (1998) com modificagdes. As células foram
tripsinizadas para a montagem das laminas. As células foram centrifugadas a 2000
rpm a 5 minutos e incorporadas com 100 pl de PBS 1X (sem calcio e magnésio) e 60
pl agarose de baixo ponto de fusédo (0,5%) sobre laminas previamente revestidas com
agarose de ponto de fusdo normal (1%) e submetidas as etapas de lise resfriada (10%
DMSO, 1% Triton X-100, 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris) por 2 horas a
4°C (pH 13). Todas as etapas apods a lise foram realizadas no escuro para evitar
danos adicionais ao DNA causados por outros fatores. Em seguida as laminas foram
submersas a um tampao alcalino (pH >13) e submetidas a corrida de eletroforese na
auséncia de luz por 20 minutos a 30 V e 300 mA.

Com fragmentos de DNA danificados migrando em diregdo ao anodo para
formar caudas de cometa. As laminas foram neutralizadas com trés lavagens de
tampéo a frio (4°C) e pH 7,5, seguidas por trés lavagens com Tris-base, e secas ao ar
em temperatura ambiente. Apds as laminas foram coradas com de SYBR GREEN |
(15 mg/L Sigma-Aldrich®). Apds coloragdo com SYBR Green, as imagens foram
obtidas em microscopio de fluorescéncia (Olympus CKX53 adaptado a fonte de UV
Olympus U-RFL-T) e analisadas em software especifico (OpenComet), sendo
determinados o percentual de DNA na cauda (Tail DNA%) e o Olive Tail Moment.

Aproximadamente 100 nucleoides foram analisados por amostra.
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5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em trés repeticdes biologicas
independentes (n = 3), e os resultados foram apresentados como média + desvio
padréo. As diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn para comparag¢des multiplas. As andlises foram realizadas
no software PAST, versédo 4.17 (Paleontological Statistics, 2024), e valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

A analise por DLS demonstrou que a presenca de SFB influenciou o
comportamento coloidal das NPs ZnO. Na auséncia de SFB, observou -se um aumento
progressivo do didmetro hidrodindAmico com o incremento da concentragéo das NPs,
passandode 611 £ 187 nm em 1 pg/mL para 771 £ 204 nm em 10 uyg/mL e atingindo
1.247 + 250 nm em 100 pg/mL, indicando maior tendéncia a agregagao.

Por outro lado, as NPs ZnO previamente incubadas com SFB apresentaram
diametros hidrodindmicos menores em todas as concentragdes avaliadas. Os valores
diminuiram de 251 £ 52 nm em 1 ug/mL para 144 + 65 nmem 10 ug/mL e 123 £ 3 nm
em 100 ug/mL, sugerindo que a formagédo da biocorona proteica promoveu maior
estabilidade coloidal e reduziu a formacao de agregados (Tabela 1).

O indice de polidisperséao (IPD) corroborou esse comportamento. Nas amostras
contendo SFB, houve reducgéo progressiva do IPD com o aumento da concentragao
das NPs ZnO, variandode 0,5 £ 0,2 em 1 ug/mL para 0,35 + 0,03 em 10 yg/mL e 0,3

+ 0,02 em 100 pg/mL, indicando uma distribuicio de tamanho mais
homogénea nas maiores concentracdes. Em contraste, as dispersdes preparadas
apenas em DMEM/F12 apresentaram valores relativamente estaveis de IPD, entre
0,3+0,11 e 0,35+ 0,11, sem tendéncia evidente de redugdo da heterogeneidade.

O potencial Zeta permaneceu negativo em todas as condi¢gdes experimentais,
variando de -10 £ 5,1 mV a -13 £ 0,9 mV para as amostras sem SFB e de -10 = 5,1
mV a -13 + 0,9 mV para as amostras com biocorona proteica. Esses resultados
indicam que a adsor¢ao das proteinas do SFB ndo promoveu alteracbes expressivas
na carga superficial das NPs, mantendo valores semelhantes aos observados para as

NPs ZnO dispersas apenas em meio basal (Tabela 1).
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Tabela 1 - Diametro hidrodindmico, indice de polidispersao (IPD) e potencial
Zeta das nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs ZnO) dispersas em DMEM/F12 na
presenca ou auséncia de soro fetal bovino (SFB), determinados por espalhamento

de luz dinamico (DLS). Os valores sao apresentados como média + desvio padrao.

Meio de Tratamentos Diametro indice de Potencial
Dispersao hidrodinamico polidispersao Zeta (mV)
(nm) (IPD)
NPs ZnO 1 pug/mL 251+52,3 0,48 + 0,08 -12+0,9
+
DMEM/F12 10 pg/mL 144 + 65,3 0,35+ 0,03 -12+1,0
SJI;B 100 pg/mL 123 +£2,6 0,27 £ 0,02 -11+£0,7
1 yg/mL 611 £ 186,5 0,28 £0,11 -10£ 5.1
NPSZnO - 10 pgimL 771 +203,9 0,35+ 0,11 13£0,9
DMEM/E12 100 pg/mL 1247 £ 250,4 0,34 + 0,11 -11+£2,6

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

6.2 ESPECTROSCOPIA

Na figura 1a as bandas de NPs ZnO pura, NPs ZnO incubada com SFB e SFB
em po6 foram 1075, 1731, 1842, 2045 e 2337 cm™. No trabalho de Gautam et al
(2025) a analise Raman em que a faixa de absorcdo distinta em 482 cm™
corresponde a vibragéo de estiramento das ligagbes Zn—O, confirmando a formagao
de nanoestruturas de ZnO. Picos de 618 e 877 cm™ sugerem a presenca de
curvatura C—H e deformacdes fora do plano causadas por hidrocarbonetos derivados
de fungos.

O pico intenso de 1117 cm™ é atribuivel ao estiramento C-O, possivelmente
causado por polissacarideos ou ligagdes glicosidicas. As bandas em 1395 e 1649
cm™ indicam estiramento simétrico dos grupos carboxilato (COO™) e das liga¢des
amida |, respectivamente, refletindo o envolvimento de proteinas e aminoacidos na
estabilizacdo de nanoparticulas. Uma ampla absor¢gdo em torno de 3381 cm™
corresponde a vibragdes de estiramento O—H/N-H, apoiando ainda mais o papel de

compostos ricos em hidroxila e aminas na cobertura e dispersao de nanoparticulas.
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A analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) das NPs de ZnO em p0, apresentada na Figura 1b, revelou bandas em 683 e
456 cm™'. A banda em 456 cm™ é compativel com vibragdes da ligagdo Zn-0,
geralmente observadas na regido de 400 a 600 cm™. O sinal em 683 cm™ encontra-
se no intervalo mais amplo atribuido por Costa et al. (2007) as vibragdes do ZnO.
Em conjunto, esses sinais corroboram a presencga de ligagdes Zn—O na amostra.

Conforme descrito por Jurablu (2015), as bandas vibracionais encontradas em
2364 cm-1 sdo atribuidas a presenca de diéxido de carbono. Similarmente, os
espectros Raman (Figura 1a) foram identificadas bandas ZnO-NPs entre 440 e 1148
cm -1. Os resultados do Raman de Slekiene et al (2022) mostrou os picos
significativos das proteinas adsorvinas na NP ZnO foram observados no estiramento
C—-C (proteinas) entre (1,100-1,200 cm-1), amida Ill (1,200-1,300 cm-1), e amida |
(1.600-1.700 cm-1).

Figura 1 - a) Espectroscopia Raman, da nanoparticula de Oxido de Zinco,
ZnO incubada com SFB e SFB em p6 e b) Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) de NP ZnO em pé.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

6.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura evidenciaram
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que as NPs ZnO apresentaram elevado grau de agregagao em todas as ampliagbes
avaliadas (Figura 2). Nas menores ampliagcdes (500x e 1.000x), observaram-se
aglomerados micrométricos de formato irregular e aspecto compacto.

Nas ampliagdes de 20.000% e 50.000x, verificou-se que esses aglomerados
sdo constituidos por estruturas menores, distribuidas de forma heterogénea,
conferindo a superficie aspecto irregular e elevada rugosidade. Entretanto, devido ao
intenso estado de agregacdo das amostras, ndo foi possivel individualizar as

nanoparticulas primarias nem determinar seu tamanho diretamente por MEV.

Figura 2 - Micrografias representativas obtidas por microscopia eletrdnica de

varredura (MEV) de nanoparticulas de oOxido de zinco (NPs ZnO) em pé,

evidenciando elevado grau de agregagao. As micrografias foram registadas em
diferentes ampliagdes (500x, 5.000x, 20.000x e 50.000x).




6.4 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (AFM)
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A morfologia superficial e o estado de agregagdo das NPs ZnO na

concentracdo de 100 pg/mL foram avaliados por microscopia de forga atbmica

(AFM), na auséncia e na presenca de soro fetal bovino (SFB) (Figura 3). Na

auséncia de SFB (Figura 3a), as imagens de topografia e amplitude evidenciaram a

presenga de aglomerados distribuidos de forma heterogénea sobre a superficie

analisada.

Figura 3 - Imagens representativas obtidas por microscopia de for¢a atémica

(AFM) de nanoparticulas de 6xido de zinco (NP ZnO, 100 pg/mL) na auséncia (a) e

na presenca (b) NP ZnO de soro fetal bovino (SFB). Sdo apresentadas imagens de

topografia (esquerda) e amplitude (direita), obtidas em area de varredura de 20 x 20

pm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Apods a incubacdo das NPs ZnO com SFB (Figura 3b), observou-se uma

distribuicdo mais homogénea das estruturas na superficie, com predominio de
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aglomerados menos extensos e maior espagamento entre eles quando comparados
ao grupo sem SFB. Esse padrao foi observado tanto nas imagens de topografia
quanto nas imagens de amplitude.

6.5 ELETROFORESE EM GEL (SDS-PAGE)

A analise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) permitiu
avaliar o perfil das proteinas associadas as NPs ZnO apds incubagédo com soro fetal
bovino (SFB) (Figura 4). O controle positivo (C+), constituido apenas por SFB,
apresentou multiplas bandas distribuidas em diferentes faixas de massa molecular
aparente, com maior intensidade nas regides proximas de 25, 35, 55, 70, 100 e 130

kDa, refletindo o perfil proteico do soro.

Figura 4 - Perfil eletroforético das proteinas associadas as nanoparticulas de
oxido de zinco (NPs ZnO) apéds incubagdo com soro fetal bovino (SFB), obtido por
SDS-PAGE. M: marcador de massa molecular. C+: controle positivo (SFB). C-:
controle negativo. A1 e A2: NPs ZnO a 100 pg/mL. B1 e B2: NPs ZnO a 10 pg/mL.
C1e C2:NPs ZnO a 1 yg/mL.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nas amostras contendo 100 pg/mL de NPs ZnO (A1 e A2), observaram-se
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bandas bem definidas predominantemente na faixa entre aproximadamente 30 e 35
kDa, além de uma banda de menor intensidade proxima de 10 kDa. Nas amostras
contendo 10 ug/mL de NPs ZnO (B1 e B2), foram observadas apenas bandas de
baixa intensidade, enquanto nas amostras contendo 1 ug/mL (C1 e C2) ndo foram

visualizadas bandas detectaveis apos o procedimento de lavagem (Figura 4).

6.6 ANALISE DO CRESCIMENTO E DA MORFOLOGIA CELULAR

As alteracbes morfolégicas induzidas pelas NPs ZnO, na presenga ou
auséncia de biocorona proteica, foram avaliadas por microscopia de luz invertida
apo6s 24 horas de exposicao (Figura 5). No grupo controle (Figura 5a), as células
CHO apresentaram morfologia fusiforme, crescimento aderente e organizagdo em
monocamada continua.

Na auséncia de SFB, foram observadas alteracbes morfolégicas dependentes
da concentragédo das NPs ZnO. Na concentracado de 100 ug/mL (Figura 6b), verificou
-se reducdo da densidade celular, presenca de células arredondadas e areas com
perda da monocamada aderente.

Na concentracao de 10 ug/mL (Figura 5c), também foram observadas células
arredondadas e desorganizacao parcial da monocamada, embora essas alteracdes
fossem menos evidentes do que aquelas observadas em 100 ug/mL. Em contraste,
as células expostas a 1 pyg/mL (Figura 5d) apresentaram morfologia semelhante a do

grupo controle, mantendo o formato fusiforme e o crescimento aderente.
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Figura 5 - Andlise morfolégica de células CHO por microscopia de luz
invertida apos 24 horas de exposi¢cao as NPs ZnO. (a) Controle; (b) 100 ug/mL de
NPs ZnO; (c) 10 pg/mL de NPs ZnO; (d) 1 pg/mL de NPs ZnO.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Nos grupos tratados com NPs ZnO previamente incubadas com SFB, as
alteragdes morfolégicas também variaram de acordo com a concentragdo. Na
concentracdo de 100 ug/mL (Figura 6e), observaram-se células arredondadas,
reducdo da densidade celular e perda parcial da monocamada aderente. Nas
concentragbes de 10 pg/mL (Figura 6f) e 1 pg/mL (Figura 6g), as células
apresentaram morfologia predominantemente fusiforme, crescimento aderente e

organizagdo em monocamada, semelhantes as observadas no grupo controle.
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Figura 6 - Analise morfologica de células CHO por microscopia de luz
invertida apos 24 h de exposi¢cdo as NPs ZnO. (a) Controle; (e) 100 pg/mL de NPs
ZnO incubadas com SFB; (f) 10 yg/mL de NPs ZnO incubadas com SFB; (g) 1
pg/mL de NPs ZnO incubadas com SFB. As setas indicam células arredondadas e

desprendidas da monocamada. Barras de escala de 100 e 200 pm.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

6.7 ENSAIO DE MTT

A atividade metabdlica das células CHO, utilizada como indicador indireto de
viabilidade celular, foi avaliada apds 24 h de exposicao as diferentes concentragdes
de NPs de ZnO, com ou sem incubagéo prévia das NPs com SFB, por meio do
ensaio de MTT (Figura 7). O grupo controle foi utilizado como referéncia e
normalizado para 100% de viabilidade celular.
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Na auséncia de incubacéao prévia com SFB, os grupos expostos a 1, 10 e 100
Mg/mL foram diferentes do controle (p < 0,05). Na presencga de incubacgéo prévia com
SFB, o grupo exposto a 1 ug/mL né&o diferiu do controle (p > 0,05) e apresentou
maior atividade metabdlica que o respectivo grupo sem SFB (p < 0,05).

Os grupos expostos a 10 e 100 upg/mL apresentaram menor atividade
metabdlica que o controle (p < 0,05). Nessas duas concentragbes, ndo foram
observadas diferengas entre as NPs com e sem incubagéo prévia com SFB (p >
0,05).

Figura 7 - Analise da viabilidade de células CHO, estimada pelo ensaio de
MTT, ap6s 24 h de exposigado as nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO). As
células foram expostas a 1, 10 ou 100 yg/mL de NPs de ZnO, com ou sem
incubacéao prévia das NPs com soro fetal bovino (SFB). As células ndo expostas as
NPs constituiram o grupo controle. A atividade metabdlica, utilizada como indicador
indireto de viabilidade, foi expressa como porcentagem em relagcdo ao controle,
definido como 100%. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréao
de trés experimentos biologicos independentes (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, conforme o teste

de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Apods 48 h de exposicao, a atividade metabdlica foi novamente determinada
pelo ensaio de MTT (Figura 8). Na auséncia de incubacdo prévia com SFB, os
grupos expostos a 1 e 10 pg/mL nao diferiram do controle (p > 0,05), enquanto o
grupo exposto a 100 ug/mL apresentou menor atividade metabdlica (p < 0,05).

Na presenca de incubagao prévia com SFB, os grupos expostos a 1 e 10
Mg/mL também ndo diferiram do controle (p > 0,05). O grupo exposto a 100 pug/mL

apresentou menor atividade metabdlica que o controle (p < 0,05).

Figura 8 - Analise da viabilidade de células CHO, estimada pelo ensaio de
MTT, ap6s 48 h de exposigado as nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO). As
células foram expostas a 1, 10 ou 100 yg/mL de NPs de ZnO, com ou sem
incubacéao prévia das NPs com soro fetal bovino (SFB). As células ndo expostas as
NPs constituiram o grupo controle. A atividade metabdlica, utilizada como indicador
indireto de viabilidade, foi expressa como porcentagem em relagcdo ao controle,
definido como 100%. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréao
de trés experimentos biologicos independentes (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, conforme o teste

de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05).
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6.8 ENSAIO DE ALAMAR BLUE

A atividade metabolica das células CHO, utilizada como indicador indireto de
viabilidade celular, foi avaliada apds 24 h de exposicao as diferentes concentracdes
de NPs de ZnO, com ou sem incubacéo prévia das NPs com SFB, por meio do
ensaio de Alamar Blue (Figura 9). O grupo controle foi utilizado como referéncia e
normalizado para 100% de atividade metabdlica.

Na auséncia de incubagao prévia com SFB, o grupo exposto a 1 yg/mL néo
diferiu do controle (p > 0,05). Os grupos expostos a 10 e 100 uyg/mL apresentaram
menor atividade metabdlica que o controle (p < 0,05).

Na presenca de incubagao prévia com SFB, os grupos expostos a 1 e 10
Mg/mL nao diferiram do controle (p > 0,05). O grupo exposto a 100 ug/mL
apresentou menor atividade metabdlica que o controle (p < 0,05). Em 10 pg/mL, as
NPs incubadas com SFB apresentaram maior atividade metabdlica que as NPs sem
SFB (p < 0,05).
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Figura 9 - Andlise da viabilidade de células CHO, estimada pelo ensaio de
Alamar Blue, apés 24 h de exposicao as nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de
Zn0O). As células foram expostas a 1, 10 ou 100 pg/mL de NPs de ZnO, com ou sem
incubacéao prévia das NPs com soro fetal bovino (SFB). As células ndo expostas as
NPs constituiram o grupo controle. A atividade metabdlica, utilizada como indicador
indireto de viabilidade, foi expressa como porcentagem em relagcdo ao controle,
definido como 100%. Os resultados sao apresentados como média = desvio padrao
de trés experimentos bioldgicos independentes (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, conforme o teste
de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Apos 48 h de exposicao, a atividade metabdlica também foi determinada pelo
ensaio de Alamar Blue (Figura 10). Na auséncia de incubacéao prévia com SFB, os
grupos expostos a 1 e 10 pg/mL nao diferiram do controle (p > 0,05), enquanto o
grupo exposto a 100 ug/mL apresentou menor atividade metabdlica (p < 0,05).

Na presenca de incubagao prévia com SFB, os grupos expostos a 1 e 10
Mg/mL também nao diferiram do controle (p > 0,05). O grupo exposto a 100 ug/mL

apresentou menor atividade metabdlica que o controle (p < 0,05).
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Figura 10 - Andlise da viabilidade de células CHO, estimada pelo ensaio de
Alamar Blue, apos 48 h de exposi¢cao as nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de
Zn0). As células foram expostas a 1, 10 ou 100 pyg/mL de NPs de ZnO, com ou sem
incubagao prévia das NPs com soro fetal bovino (SFB). As células ndo expostas as
NPs constituiram o grupo controle. A atividade metabdlica, utilizada como indicador
indireto de viabilidade, foi expressa como porcentagem em relagdo ao controle,
definido como 100%. Os resultados sédo apresentados como média + desvio padrao
de trés experimentos bioldgicos independentes (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, conforme o teste
de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05).

ALAMAR BLUE 48H
o120
=3
' 105 a
1
8 o a
= ;
L 75 HE
(&)
D 6
©
o
- 45
-g 30 b
0, !
Controle I NP 10NP 10 NP 100 NP
ZnO ZnO Zn()+ SFB  7n0O +SFB ZnO + SFB

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

6.9 ENSAIO COMETA

O dano ao DNA das células CHO foi avaliado pelo ensaio cometa apds 24 h
de exposicdo as NPs de ZnO, utilizando o percentual de DNA na cauda, Tail DNA

(%), e o Olive Tail Moment como paréametros (Figuras 11 e 12). O controle negativo



52

correspondeu as celulas ndo expostas as NPs.
Para o parametro Tail DNA (%) (Figura 11), ndo foram observadas diferencas entre
o controle negativo e os grupos expostos a 1, 10 ou 100 pg/mL de NPs de ZnO, com

ou sem incubagéao prévia com SFB (p > 0,05).

Figura 11 - Avaliagdo do dano ao DNA em células CHO pelo ensaio cometa,
utilizando o percentual de DNA na cauda (Tail DNA, %) como parametro. As células
foram expostas durante 24 h a 1, 10 ou 100 pug/mL de NPs de ZnO, com ou sem
incubacéao prévia das NPs com SFB. As células ndo expostas as NPs constituiram o
controle negativo. Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao de
trés experimentos biolégicos independentes (n = 3). Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos pelo teste de Kruskal-
Wallis (p>0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A analise do Olive Tail Moment (Figura 12) mostrou que os grupos expostos a
1 e 100 pg/mL de NPs previamente incubadas com SFB apresentaram valores
superiores aos observados no controle negativo e nos respectivos grupos sem SFB
(p < 0,05). Os grupos expostos a 1, 10 e 100 ug/mL de NPs sem SFB e a 10 pg/mL

de NPs incubadas com SFB nao diferiram do controle negativo (p > 0,05).



53

Figura 12 - Avaliacdo do dano ao DNA em células CHO pelo ensaio cometa,
utilizando o Olive Tail Moment como parametro. As células foram expostas durante
24 h a1, 10 ou 100 yg/mL de nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO), com
ou sem incubacao prévia das NPs com soro fetal bovino (SFB). As células nao
expostas as NPs constituiram o controle negativo. Os resultados sdo apresentados
como média * desvio padrao de trés experimentos bioldgicos independentes (n = 3).
Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos, conforme o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

As fotomicrografias apresentadas na Figura 13 constituem registros
qualitativos dos nucleoides avaliados pelo ensaio cometa e complementam os
resultados quantitativos de Tail DNA (%) e Olive Tail Moment. Os painéis
correspondem a (a) controle negativo, (b) NPs de ZnO a 1 ug/mL, (c) NPs de ZnO
incubadas com SFB a 1 pg/mL, (d) NPs de ZnO a 10 pg/mL, (e) NPs de ZnO
incubadas com SFB a 10 ug/mL, (f) NPs de ZnO a 100 ug/mL e (g) NPs de ZnO
incubadas com SFB a 100 ug/mL.

As imagens ilustram as condi¢gdes experimentais, mas a interpretacdo do

dano ao DNA baseia-se nos parametros quantitativos apresentados nas Figuras 11 e
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12.

Figura 13 - Fotomicrografias representativas de nucleoides de células CHO
avaliadas pelo ensaio cometa apdos 24 h de exposicdo as nanoparticulas de 6xido de
zinco (NPs de ZnO). As células foram expostas as NPs com ou sem incubacéao
prévia com soro fetal bovino (SFB). (a) controle negativo, constituido por células nao
expostas as NPs; (b) NPs de ZnO, 1 pg/mL; (c) NPs de ZnO incubadas com SFB, 1
pg/mL; (d) NPs de ZnO, 10 ug/mL; (e) NPs de ZnO incubadas com SFB, 10 ug/mL;
(f) NPs de ZnO, 100 ug/mL; e (g) NPs de ZnO incubadas com SFB, 100 yg/mL. O

DNA foi corado com SYBR Green e visualizado por microscopia de fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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7 DISCUSSAO

A interacdo entre NPs e sistemas biologicos inicia-se apdés o contato com
fluidos biolégicos e envolve a adsorgdo de proteinas a superficie das particulas,
formando a biocorona proteica. Essa camada modifica a interface entre o
nanomaterial e o meio biolégico e pode alterar o comportamento coloidal, o
reconhecimento celular e a resposta biologica. Neste estudo, a incubagao prévia das
NPs de ZnO com SFB modificou parametros fisico-quimicos das dispersoes e esteve
associada a alteracdes especificas nas respostas celulares.

A caracterizagao por DLS mostrou que, na auséncia de SFB, as NPs de ZnO
apresentaram didmetro hidrodindmico médio de aproximadamente 1.247 nm na
concentracado de 100 ug/mL. Esse valor indica a presenca de estruturas particuladas
maiores que o tamanho primario esperado para as NPs, compativeis com
aglomeragao ou agregagcado em suspensao. Apds a incubagcdo com SFB, o didametro
hidrodindmico médio foi reduzido para aproximadamente 123 nm. Essa reducédo é
compativel com menor associacao entre as particulas na condi¢ao avaliada.

Deng et al. (2009) observaram a formagéo de agregados de NPs de TiO,,
SiO; e ZnO em diferentes meios de dispersao, com didametros hidrodinamicos entre
300 e 450 nm. Nesse estudo, o aumento do tempo de sonicacao e a diluicdo em
PBS nao foram suficientes para reduzir a associagao entre as particulas. A presenca
de PBS aumentou o tamanho hidrodindmico, efeito atribuido a maior forca ibnica e a
compressao da dupla camada elétrica, com redugéo da repulsado eletrostatica (Deng
et al., 2009). Esses resultados demonstram que o comportamento coloidal depende
das propriedades do nanomaterial e da composigédo do meio.

As analises morfolégicas complementaram a caracterizagdo das NPs. As
imagens de MEV mostraram aglomerados micrométricos constituidos por particulas
menores. As imagens de AFM indicaram estruturas menores e mais dispersas apos
a incubacado com SFB. Vranic et al. (2017) relataram reducdo da agregacéo e da
toxicidade de NPs de TiO, em meio suplementado com soro. Os autores associaram
esses efeitos a adsorcao de proteinas e a modificacdo da interface entre as
particulas e o meio biolégico. Embora esse estudo fornega suporte para a influéncia
da biocorona sobre o comportamento coloidal, a extrapolagdo para NPs de ZnO

deve considerar diferengcas de composicao, dissolugéo e reatividade superficial entre
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0s nanomateriais.

O potencial Zeta fornece informagdes sobre a contribuicao eletrostatica para a
estabilidade de sistemas particulados. Sapsford et al. (2011) descrevem que valores
absolutos inferiores a aproximadamente 30 mV estdo associados a menor repulsao
eletrostatica. Neste estudo, os valores entre aproximadamente -10 e -13 mV
indicam baixa estabilizacao eletrostatica. A reducédo do didmetro hidrodinamico apos
a incubagao com SFB, sem alteracdo acentuada do potencial Zeta, é compativel
com uma contribuicdo estérica das proteinas adsorvidas.

A caracterizagao espectroscopica confirmou a identidade quimica das NPs
ZnO utilizadas neste estudo. No espectro de FTIR, a banda intensa observada entre
683 e 456 cm™ foi atribuida as vibragdes caracteristicas da ligagcdo Zn—O. Esse
resultado esta de acordo com Akhtar et al. (2024), que descreveram bandas
caracteristicas de Zn—0O entre 620 e 680 cm™. Da mesma forma, Janaki et al. (2015)
relataram que bandas situadas entre aproximadamente 549 e 621 cm™
correspondem aos modos vibracionais de estiramento e deformacao da ligagdo Zn—
O, enquanto os sinais observados entre 865 e 3836 cm™ estdo associados a grupos
funcionais como C-H, C-OH, CH,-OCH;, CH,-CH; e hidroxilas presentes na
superficie das nanoparticulas. Vale ressaltar que os valores exatos dessas
atribuicdes dependem, além da composicado, do metodo de sintese.

A SDS-PAGE mostrou proteinas associadas as NPs incubadas com SFB,
com bandas mais evidentes entre aproximadamente 25 e 35 kDa. A menor
intensidade observada na regido correspondente a albumina, com massa molecular
proxima de 66 kDa, sugere que as proteinas mais abundantes no SFB n&o foram
necessariamente as mais representadas na fracdo recuperada. Entretanto, a SDS-
PAGE isoladamente nao identifica proteinas nem permite afirmar que a biocorona
apresentou composicao seletiva ou dependente da concentracido. Essas conclusdes
exigiriam densitometria, quantificacdo da proteina adsorvida e identificagdo por
espectrometria de massas.

A substituicdo temporal de proteinas adsorvidas com menor afinidade por
proteinas com maior afinidade é compativel com o efeito Vroman (Cedervall et al.,
2007; Franqui et al., 2019). Esse mecanismo pode contribuir para a formagao de
uma interface proteica dindmica. Deng et al. (2009) relataram elevada afinidade de
proteinas como transferrina e a2-macroglobulina pela superficie de NPs de ZnO.

Esse resultado demonstra que diferentes 6xidos metalicos podem apresentar perfis



57

distintos de adsorcao proteica. No presente estudo, entretanto, as bandas entre 25 e
35 kDa nao permitem identificar essas ou outras proteinas especificas. Também nao
permitem estabelecer quais receptores celulares ou vias de internalizacdo foram
envolvidos. Alteracbes conformacionais das proteinas também podem ocorrer apos
a adsorcdo. Cagliani et al. (2019) observaram que determinadas condi¢cbes de
interacado entre particulas e proteinas favoreceram adsor¢ao em multiplas camadas
e reducdo do conteudo de estruturas a-helicoidais. Embora essas alteragdes nao
tenham sido avaliadas neste estudo, os dados indicam que proteinas do SFB
permaneceram associadas as NPs apdés o procedimento de isolamento da
biocorona.

No presente estudo, os resultados de DLS, potencial Zeta, MEV, AFM, FTIR,
Raman e SDS-PAGE indicam que a incubacdo com SFB modificou o estado de
dispersdo e a composicdo superficial aparente das NPs de ZnO. A SDS-PAGE
confirmou a recuperacdo de proteinas associadas as particulas. Entretanto, a
estabilidade temporal, a identidade das proteinas e suas alteragbes conformacionais
nao foram determinadas.

Os ensaios de MTT e Alamar Blue mostraram reducdo da atividade
metabdlica em fungdo da concentragdo. A concentracdo de 100 pg/mL reduziu a
atividade metabdlica apos 24 e 48 h nos dois ensaios, independentemente da
incubacao prévia com SFB. Na concentracdo de 10 ug/mL, os resultados variaram
conforme o ensaio e o tempo. Apds 24 h, a incubagcdo com SFB esteve associada a
maior atividade metabdlica em 1 pg/mL no MTT e em 10 ug/mL no Alamar Blue.
Essas diferencas ndo permaneceram apos 48 h. Portanto, os dados nao
demonstram um efeito protetor geral da biocorona. Eles indicam modulagdo da
resposta em condi¢des especificas.

Fernandez-Bertolez et al. (2024) observaram redugdo da viabilidade celular
apo6s exposigao a NPs de ZnO, principalmente entre 10 e 25 ug/mL apds 24 h. Os
autores também relataram diminuigdo progressiva da viabilidade apdés 48 h com o
aumento da concentracdo. Esses resultados fornecem suporte para a dependéncia
da resposta em relagdo a concentragdo e ao tempo. Entretanto, diferengas entre
linhagens celulares, composi¢ao do meio, caracteristicas das NPs e dose celular
efetiva limitam comparagdes quantitativas diretas.

Os resultados de MTT e Alamar Blue apresentaram concordancia parcial.

Ambos os ensaios detectaram reducdo acentuada da atividade metabdlica em 100
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Mg/mL nos dois periodos. Entretanto, houve diferengas na resposta a concentragao
de 10 pg/mL apdés 24 h. O MTT depende da reducdo do sal de tetrazodlio por
sistemas celulares de oxidorredu¢cdo e nao deve ser atribuido exclusivamente as
mitocdndrias. O Alamar Blue avalia a redugcdo da resazurina a resorufina como
indicador da capacidade redox celular (Rampersad, 2012; Lavogina et al., 2022). A
concordancia em 100 yg/mL sustenta a ocorréncia de comprometimento metabdlico.
As diferencas nas demais condicdes mostram que os ensaios nao sdo equivalentes
e podem responder de maneira distinta a exposicao.

A analise por microscopia de luz mostrou reducdo da confluéncia,
arredondamento celular e perda da monocamada, principalmente em 100 pg/mL.
Nas concentragdes de 1 e 10 ug/mL, as células expostas as NPs incubadas com
SFB apresentaram maior preservagao morfolégica. Esses achados sao compativeis
com os resultados metabdlicos, mas ndo demonstram isoladamente manutengao da
viabilidade. Yadav et al. (2021) relataram alteragdes na organizagéo do citoesqueleto
e na morfologia de células CHO-K1 expostas a NPs de ZnO, fornecendo suporte
para a associagao entre exposicao e alteragdes morfoldgicas.

A adsorcao de proteinas pode modificar o contato das NPs com a membrana
celular, sua sedimentacdo, sua internalizacdo e sua dissolu¢do. Entretanto, esses
processos nao foram mensurados no presente estudo. Caron et al. (2024)
discutiram a contribuicdo da dissolugdo e dos ions Zn?* para a toxicidade das NPs
de ZnO. Vranic et al. (2017) observaram redugao da toxicidade de nanoparticulas de
TiO, na presenca de soro. Esses estudos prévios fornecem hipéteses mecanisticas,
mas nao demonstram que 0s mesmoOs mecanismos ocorreram nas condicoes
avaliadas no presente estudo.

Yin et al. (2015) avaliaram células HepG2 expostas durante 24 h a NPs de
ZnO entre 0 e 100 mg/L pelo ensaio CCK-8. As particulas sem revestimento
reduziram a viabilidade de aproximadamente 90% para cerca de 20% entre 20 e 50
mg/L, com valores proximos de 15% em 100 mg/L. As particulas previamente
revestidas mantiveram valores entre aproximadamente 85% e 95%. Esse estudo
demonstra que um revestimento prévio pode modificar a citotoxicidade das NPs de
ZnO. No entanto, diferencas na linhagem celular, no revestimento, no meio de
exposicao e no meétodo de avaliagao pode alterar as respostas bioldgicas.

A influéncia da biocorona sobre a toxicidade depende de sua composicao e

das caracteristicas do sistema experimental. Shannahan et al. (2013) demonstraram
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que proteinas adsorvidas podem modificar a internalizacéo celular, a distribuicdo e
os efeitos bioldégicos das nanoparticulas. Além disso, a biocorona formada em
sistemas in vitro pode diferir daquela formada in vivo.

A composic¢ao da biocorona também pode variar ao longo do tempo e durante
a transferéncia entre microambientes. Su et al. (2025) descreveram sua
remodelacéo durante o transito das NPs entre diferentes ambientes bioldgicos. Essa
dindmica limita a representacao do processo por uma unica condi¢cao de incubacgao e
deve ser considerada na interpretacdo de modelos in vitro.

No presente estudo, os resultados de viabilidade indicam que a incubacgao
prévia com SFB modificou a resposta metabdlica das células CHO em condicdes
especificas. Essa modulagéo foi observada em 1 pg/mL no MTT de 24 h e em 10
Mg/mL no Alamar Blue de 24 h. A incubagdo com SFB n&o evitou a redugado da
atividade metabodlica em 100 pg/mL. Portanto, os dados sustentam um efeito
dependente da concentracdo, do tempo e do ensaio, mas nao um efeito protetor
uniforme da biocorona.

O percentual de DNA na cauda, Tail DNA (%), representa a fracdo de DNA
que migrou em relagdo ao DNA total do nucleoide. O Olive Tail Moment combina a
fracdo de DNA na cauda com a distancia de migracao. No presente estudo, o Tail
DNA (%) néo diferiu entre os grupos. Entretanto, o Olive Tail Moment aumentou nas
células expostas a 1 e 100 ug/mL de NPs previamente incubadas com SFB, tanto
em relagao ao controle quanto as respectivas concentragdes sem SFB.

Esses resultados revelam uma resposta dependente do parametro analisado.
O aumento do Olive Tail Moment constitui evidéncia de maior migragdo do DNA
nessas duas condicdes, embora nao tenha sido acompanhado por alteracéo
significativa no Tail DNA (%). Deste modo, apesar de ter sido detectado um sinal de
dano ao DNA pelo Olive Tail Moment, ndo foi observada concordancia com o
percentual de DNA na cauda.

Guo et al. (2016) observaram danos ao DNA em células CHO-K1 expostas a
NPs de prata e relacionaram os efeitos a composicao, ao tamanho e ao revestimento
das particulas. Como o estudo avaliou prata, sua contribuigdo para a discussao de
NPs de ZnO ¢ indireta. Boyadzhiev et al. (2022) demonstraram a contribuicdo da
fracdo ionica liberada por NPs de ZnO para a indugdo de danos ao DNA. No
presente estudo, entretanto, a dissolucdo e a concentragdo de Zn?* ndo foram

determinadas.
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A atividade da superdxido dismutase pode contribuir para a avaliacdo da
resposta antioxidante, mas ndo demonstra isoladamente a ocorréncia de estresse
oxidativo. A avaliacdo pode ser complementada por medidas de espécies reativas de
oxigénio, glutationa e produtos de oxidagcdo. O ensaio de micronucleo permitiria
investigar efeitos clastogénicos e aneugénicos. Esses ensaios poderiam esclarecer
se 0 aumento do Olive Tail Moment esta associado a alteragdes no equilibrio redox e
se o dano detectado progride para alteragdes cromossdémicas.

O estado de dispersao também pode influenciar a dose efetivamente entregue
as células. A formacao de estruturas maiores pode reduzir a area superficial
especifica acessivel, mas também pode aumentar a sedimentacdo e a deposi¢ao
sobre a monocamada. Portanto, a agregacdo n&o reduz necessariamente a
interacdo celular. Neste contexto, a biocorona pode modificar o didmetro
hidrodindmico, a composi¢ao superficial € o reconhecimento celular. Ritz et al.
(2015) demonstraram que proteinas especificas da biocorona podem aumentar ou
reduzir a captagéo celular, dependendo da composicdo da camada adsorvida. Esse
estudo sustenta a modulagdo da internalizacdo, mas nao permite inferir quais
proteinas ou vias atuaram nas células CHO deste trabalho (Ritz et al., 2015). Yang
et al. (2019) demonstraram que alteragbes conformacionais da biocorona proteica
modificaram a penetracdo de membrana e a citotoxicidade de NPs ultrapequenas de
ouro. Como esse estudo avaliou ouro, sua aplicacdo as NPs de ZnO é
mecanisticamente indireta (Yang et al., 2019).

De modo geral, os resultados do presente estudo indicam que a incubagéao
das NPs de ZnO com SFB modificou o estado de dispersao e esteve associada a
alteracbes da atividade metabdlica em condi¢coes especificas. No ensaio cometa, a
incubacao com SFB ndo modificou o Tail DNA (%), mas esteve associada ao
aumento do Olive Tail Moment em 1 e 100 ug/mL. Assim, a biocorona proteica nao
apresentou efeito exclusivamente protetor. Seus efeitos variaram conforme a

concentracao e o desfecho avaliado.
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8 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a incubacdo das NPs de ZnO com SFB
modificou seu estado de dispersdao, com reducdo do didmetro hidrodinamico, e
promoveu a associacao de proteinas a superficie das NPs. A reducao do tamanho
hidrodinadmico foi compativel com menor aglomerag¢ao na condigdo analisada.

A incubacao prévia com SFB modificou a resposta metabdlica das células
CHO-K1 de forma dependente da concentracio, do tempo de exposicéo e do ensaio
utilizado. Apos 24 h, esse efeito foi observado em 1 pg/mL pelo ensaio de MTT e em
10 pug/mL pelo Alamar Blue. A presenga de SFB nao evitou a redugado da atividade
metabdlica causada pela concentracédo de 100 pg/mL e ndo produziu diferengas
significativas apos 48 h.

No ensaio cometa, nenhuma das condi¢des avaliadas alterou o Tail DNA (%).
Entretanto, o Olive Tail Moment aumentou apds a exposi¢do a 1 e 100 yg/mL de
NPs previamente incubadas com SFB, tanto em relagdo ao controle negativo quanto
as respectivas concentragbes sem SFB.

Em conjunto, os resultados demonstram que a associagdo de proteinas as
NPs de ZnO modifica seu estado de dispersao e sua interacdo com as células CHO-
K1. Esses efeitos dependem da concentragcdo, do tempo de exposicdo e do
parametro biolégico avaliado. Os dados reforcam a necessidade de considerar a
formagao da biocorona na caracterizagdo e na avaliagdo nanotoxicogenética in vitro
das NPs de ZnO.
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