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RESUMO

O dioxido de titanio (TiO2) é um oxido metalico encontrado facilmente
na natureza e amplamente utilizado em pigmentos em virtude da capacidade de
oferecer brancura e opacidade. Com o progresso da nanotecnologia, o dioxido de
titdnio em nanoescala (TiO,NP) também vem sendo aplicado como opacificante em
tecidos, vidros, porcelana, produtos farmacéuticos e cosméticos. Além disso, tem
propriedade fotocataliticas antibacteriana. Ha estudos que apontam que as TiO,NP
podem ser utilizadas como carreadores de medicamentos e aditivos para
alimentacdo animal. Em razdo ao aumento da aplicacdo da TiO,NP bem como a
exposi¢ao crescente, surge a necessidade de conhecer o comportamento das
TiO2NP e seus riscos. Assim, o objetivo geral desse estudo é avaliar a citotoxicidade
e genotoxicidade in vitro de TiO,NP em células de mamiferos (células do epitélio do
ovario de Hamster chinés - CHO e fibroblastos bovinos). As TiO;NP
(JRCNMO01001a, Uniao Europeia) foram caracterizadas por espalhamento dinamico
de luz (DLS) afim de conhecermos o Potencial Zeta, tamanho hidrodindmico e indice
de polidispersg¢ao; pela microscopia de forga atbmica (AFM) para conhecermos a
forma e tamanho; e pela espectroscopia de infravermelho e RAMAN para a
composi¢cao quimica. Posteriormente, foram realizados testes de citotoxicidade e
genotoxicidade, tais como avaliagdo da morfologia celular por microscopia de luz, a
viabilidade celular pelo ensaio de Metil Tiazol Tetrazélio (MTT), e estresse oxidativo
pela Superoxido Dismutase (SOD) e o ensaio de micronucleo como teste
genotdxico. Em todo os ensaios foram avaliadas as concentragcbées de 0,1 ug/mL,
1ug/mL, 5 pg/mL e 10 ug/mL de TiO,NP. A partir das analises feitas no DLS com
TiO2NP em agua deionizada, meio de cultivo com e sem soro fetal bovino observa-
se que nas solugdes de agua deionizada e DMEM/F-12 os tamanhos hidrodinédmicos
das TiO;NPs variaram entre 500 a 1300 nm, no entanto, quando em DMEM/F12
com SFB os tamanhos foram menores que 440 nm a 20 nm. O potencial Zeta em
meio de cultivo foi em média de -14 mV, meio de cultura sem soro em média de -
21,62 mV, em agua deionizada média de -4,2 mV. Com relagédo a forma, a AFM
mostrou que as TiO2NPs se encontram sob variadas geometrias e tamanhos, desde
a formas cilindricas a cubicas. O Infravermelho sugere a presenca de superficies
hidroxiladas e no RAMAM notam-se bandas no espectro obtido em 639 cm™, 517
cm™” e 395 cm™. A analise do MTT revelou que a exposi¢do de fibroblastos bovinos
as TiO2NPs n&o afetaram viabilidade celular (P>0,05). No entanto, em células CHO
a concentragao de 0,1 uyg/mL de TiOoNP diminuiu a viabilidade celular e induziu a
formagao de micronucleos (P<0,05). A atividade da enzima SOD em células CHO e
fibroblastos bovinos n&o foi alterada apds exposi¢céo as TiOoNP (P>0,05). Com base
no ensaio de micronucleo nenhuma das concentragdes testadas foram genotdxicas
para fibroblastos bovinos, no entanto para CHO 0,1 ug/mL de TiO,NP no tratamento
curto e longo e 1 yg/mL de TiO,NP no tratamento longo aumentaram a frequéncia
de micronucleos. Em conclusédo, as TiO,NPs nao foram citotoxicas para fibroblastos
bovinos, entretanto, a concentragao de 0,1 pg/mL de TiO,NP demonstrou ser cito e
genotdxica (no tratamento longo e curto), bem como 1 ug/mL de TiO,NP foi
genotodxica (tratamento longo) para células CHO por alteram a viabilidade celular e
induzirem a formagao de micronucleos nessas células.

Palavras-chaves: cultivo celular, CHO, fibroblasto bovino e nanotoxicidade.



ABSTRACT

Titanium dioxide (TiO.) is a metal oxide readily found in nature and widely
used in pigments because of the ability to provide whiteness and opacity. The
progress of nanotechnology, titanium dioxide at the nanoscale (TiO,NP) has also
been applied as an opacifier in fabrics, glass, porcelain, pharmaceuticals and
cosmetics. In addition, it has photocatalytic and antibacterial properties. Moreover,
TiO2NP can be applied as delivery of substances, food additives to improve the
growth of cattle and increase protein synthesis in animals. Due to the increased
application of TiO2,NP and increasing exposure, grow the necessity to know the
behavior and risk of TiO,NP. Therefore, the objective of this study is to evaluate the
in vitro toxicity of titanium dioxide nanoparticles in mammalian cells (Chinese
Hamster ovary epithelium — CHO and bovine fibroblast). TIO2NP were characterized
by dynamic light scattering (DLS) in order to know the Zeta Potential, hydrodynamic
size and polydispersity index; by atomic force microscopy (AFM) to know the shape
and size; and by infrared and RAMAN spectroscopy for the chemical composition.
Subsequently, cytotoxicity and genotoxicity tests were performed, such as cell
morphology evaluation by light microscopy, cell viability by the Methyl Thiazole
Tetrazolium (MTT) assay, and oxidative stress by Superoxide Dismutase (SOD) and
the micronucleus assay as a test genotoxic. Concentrations of 0,1 uyg/mL, 1 uyg/mL, 5
Mg/mL, 10 pg/mL of TiO,NP were evaluated in all the assays. The analyzes made in
DLS with TiO,NP in deionized water, culture medium with and without fetal bovine
serum, shows that in deionized water and culture medium hydrodynamic size was
around 500 and 1300 nm, however in culture medium with fetal bovine serum the
size range from 440 nm to 20 nm. The zeta potential in culture medium was around —
14 mV, culture medium with fetal bovine serum was around -21,6 mV and deionized
water was around — 4,2 mV. According to AFM the TiO;NPs reveals different
geometries and sizes, since cylindrical to a cubic forms. According the MTT method,
the exposure of bovine fibroblasts to TiO,NPs did not affect cell viability. We
evaluated the activity of the SOD enzyme in CHO cells and bovine fibroblasts,
however, none of the TiO2NP concentrations altered the activity of this enzyme (P>
0.05). Based on the MN assay none of the concentrations tested were genotoxic for
bovine fibroblasts, however for CHO 0,1 pg/mL TiO2NP in the short and long
treatment and 1 yg/mL TiO2NP in the long treatment increased the micronucleus
frequency. TiO2NPs were not cytotoxic to bovine fibroblasts, nevertheless, the
concentration of 0,1ug/mL of TIO2NP was shown to be cytotoxic and genotoxic (long
and short treatment) as well as 1 ug / mL TiO2NP was genotoxic (long treatment) for
CHO cells because they alter cell viability and induce micronuclei in these cells.

Keywords: cell culture, CHO, bovine fibroblast and nanotoxicity.
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1 INTRODUGCAO

A nanotecnologia consiste no desenho, produgéo e aplicagdo de materiais
na escala nanométrica, no qual apresentam propriedades fisicas e quimicas
notaveis que diferem dos seus equivalentes em massa, com o objetivo de produzir
novos materiais nanoengenheirados para serem aplicados nas mais diversas areas
como a eletrénica, medicina, quimica, ciéncia da computagédo, fisica e engenharia.
Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, surgiu um aumento das
atividades de pesquisa e desenvolvimento dos nanomateriais (NMs), e atualmente
sao alternativas para melhorar a eficiéncia de produtos ja existentes, bem como a
criagdo de novos (DRASLER et al., 2017). Essa nova classe de material sédo
estruturas projetadas com pelo menos uma dimensao menor que 100 nm (EMERICH
& THANOS, 2003; THIMIRI et. al., 2016).

As nanoparticulas (NPs) de 6xido metalico sdo uma das categorias mais
importantes de NMs devido a alta aplicabilidade (AITKEN et. al., 2006; AKBARI et.
al., 2018), sendo a nanoparticula de diéxido de titanio (TiO2NP) a mais utilizada em
produtos industriais, como cosméticos, protetores solares, produtos alimenticios e
tinturas (SHUKLA et. al., 2011). A sua alta aplicabilidade é em razdo de sua baixa
taxa de dissolugcdo, alta area de superficie, propriedades anticorrosivas e
fotocataliticas. Na area biomédica, as TiO,NPs tém potencial de aplicacdo na
producao de materiais antimicrobianos vetores de liberagdo de medicamentos (LU et
al., 2015; PINSIN et al., 2015; WOLFGANG et al., 2017) e tratamento de cancer
(NINOMIYA, 2014).

Devido a crescente demanda do mercado, a producdo anual das TiO,NPs
deve atingir cerca de 2,5 milhdes de toneladas até 2025 (BAYAT et. al., 2015). Logo,
a exposicao humana e ambiental as TiO,NPs tendem a aumentar. Neste contexto,
surge a necessidade de conhecer o comportamento desses NMs em sistemas
biolégicos e seus possiveis riscos. Isso certamente contribuira para o uso seguro
das TiO2NPs em diversos campos. Dentre as iniciativas de se estudar os possiveis
riscos dos NMs para a saude bem como estratégias para regulamentar o seu uso,
destaca-se o projeto NANOREG. O NANoREG é uma proposta feita pela Unido
Europeia e Coordenada pelo Ministério de Infraestrutura e Meio Ambiente da
Holanda a fim de tratar da regulagao internacional em nanotecnologia (NANoREG,

2014). Em setembro de 2014 foi oficializada a participagdo do Brasil neste projeto
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com o objetivo de fornecer as agéncias reguladoras e aos legisladores do Brasil as
ferramentas necessarias para que se tenha uma regulamentagdo em nanotecnologia
embasada em conhecimentos cientificos, em consonancia com a regulamentagao
mundial e que dé segurancga a trabalhadores, consumidores e ao meio-ambiente. O
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) exerce a
lideranga cientifica e tecnolégica do projeto atuando em conjunto com os
laboratorios do Sistema Nacional de Laboratorio em Nanotecnologias (SisNANO),
com as Redes de Pesquisa em Nanotoxicologia e Nanoinstrumentagdo, e com
importantes pesquisadores na area de nanotoxicologia (Ministério da Ciéncias,
Tecnologia e Inovacao, 2017). O laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado
de Leite é associado a esse projeto tendo como parceira o laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) de modo a
contribuir mediante analises de alguns NMs de interesse biotecnoldgico (entre eles
as TiO2NPs) usando protocolos propostos pela Organizacdo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OECD).

Na literatura ha estudos avaliando os efeitos das TiO,NPs em diferentes
modelos biolodgicos e condigdes experimentais. Desse modo, ha relatos sobre a
toxicidade das TiO,NPs em relacdo a apoptose em células da glia humana
(MARQUEZ-RAMIREZ et al., 2012), alteragdo do citoesqueleto celular em células
neuroblastoma humano (MAO et al., 2015), indugdo do estresse oxidativo (Hu et al.,
2015) e inibicdo do ciclo celular em células de carcinoma alveolar de pulméo
humano (KANSARA et al., 2015) e alteragao na sinalizagao celular (NEACSU et al.,
2015). Alguns estudos observaram a indu¢ao de respostas inflamatérias em células
de macrofagos de camundongos (GIOVANNI et al., 2015) e autofagocitose
desregulada em células de queratindcitos humanos (LOPES et al., 2016). De acordo
com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, as TiO;NP sdo um possivel
agente cancerigeno para humanos (IARC, 2009). No entanto, estudos avaliando a
toxicidade (cito e genotoxicidade) da TiO2NP em células bovinas ainda ndo foram
realizados.

Dessa maneira, na tentativa de elucidar os possiveis riscos da TiO,NP
para a saude animal, esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito citotdxico e
genotoéxico da exposicao de fibroblastos bovinos cultivados in vitro as TiO;NPs
utilizando testes de viabilidade celular e o protocolo de genotoxicidade da OECD TG

487. Neste contexto, este estudo visa contribuir nos testes de protocolos
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estabelecidos pela OECD para compor relatérios para o projeto de regulamentagao

de nanomateriais (NANoReg)

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOBIOTECNOLOGIA

Dentre as tecnologias mais promissoras do século XXI, destaca-se a
nanotecnologia e a biotecnologia (EMERICH & THANOS, 2003; HUSSAIN et. al.,
2015). A nanotecnologia visa desenvolver e aplicar materiais e dispositivos cuja
composicao apresente um material em escala nanométrica a fim de aperfeicoar
produtos existentes e gerar novas tecnologias de alto desempenho para pesquisa e
industria. Os materiais na faixa de tamanho nanométrico ocorrem tanto na natureza
liberados nas queimadas e emissdes vulcanicas, quanto como resultado de
processos industriais tais como os processos de refinagao, soldadura, producéo de
alimentos ou combustdo de automéveis (ROBLES-GARCIA et. al., 2016). Porém,
com o surgimento da nanotecnologia os NMs vém sendo produzidos de forma
intencional pelo homem com propriedades fisico-quimicas relacionadas a aplicagao
final do produto (ROBLES-GARCIA et. al., 2016). Na nanoescala, surgem os efeitos
quanticos e os materiais geralmente se comportam de maneira diferenciada, em
comparagao com suas propriedades em massa (CLARK & PAZDERNIK, 2015).

A biotecnologia utiliza o conhecimento e as técnicas da biologia para
manipular processos moleculares, genéticos e celulares para desenvolver produtos
e servicos (FAKRUDDIN et. al, 2012; MORAIS et. al.,, 2014). O uso da
nanotecnologia associada a sistemas bioldgicos resultou na emergéncia da
nanobiotecnologia. Desse modo, a nanobiotecnologia € a fusdo da biotecnologia
com a nanotecnologia, a fim de expandir e implementar ferramentas uteis para a
producao de produtos e bens de consumo (FAKRUDDIN et. al., 2012).

Em sistemas biologicos encontramos muitos componentes na escala
nanométrica, como componentes internos das células e constituintes da matriz
extracelula. Os ribossomos, por exemplo, podem ser considerados "nanomaquinas”
programaveis ou "nano-montadoras”, no qual todas as rea¢des quimicas operam em

um nivel molecular. Assim, estudiosos da area de nanobiotecnologia por meio da
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biologia celular investigam os componente celulares para entender as estruturas e
processos em nanoescala (CLARK & PAZDERNIK, 2015).

A combinacdo das duas areas resulta na producado de novos dispositivos
e sistemas multifuncionais para analise bioldgica e quimica caracterizada por melhor
sensibilidade e especificidade em comparacdo com as alternativas atuais
(NIEMEYER & MIRKIN, 2004). Assim com a nanobiotecnologia, analises de vias de
sinalizagdo podem fornecer novas compreensdes sobre os processos da doenca,
identificacdo de biomarcadores mais eficientes e entendimento dos mecanismos de
acao dos farmacos e estudos da interacdo dos nanomateriais com bactérias,
toxinas, proteinas e acidos nucleicos (JAIN & JAIN, 2017). As TiO,NPs, por
exemplo, devido a estabilidade em condigdes fisioldgicas e biocompatibilidade, sao
uma alternativa para carreadores de drogas anticancerigena e genes (QIN et. al.,
2011; YIN et. al., 2013; YOU et. al., 2016).

Assim, com o aumento de pesquisas na area de nanobiotecnologia novos
avancgos sao feitos, como identificacdo de propriedades dos NMs e esclarecimento
de processos bioldgicos (JAIN & JAIN, 2017). Dessa forma, o progresso da
nanobiotecnologia sugere o surgimento de novas alternativas de prevengao,
diagndstico e tratamento (GILMARTIN & O’KENNEDY, 2012).

2.2 NANOPARTICULAS DE TiO;

O TiO; existe em duas formas cristalinas, sendo elas denominadas de
anatase, rutilo e brookite (o qual € o menos estudado em pesquisas cientificas). Os
tipos anatase e rutilo sdo constituido por um atomo de titdnio rodeado por seis
atomos de oxigénio numa configuragédo octaédrica, sendo a diferenga encontrada na
distorcdo de cada octaedro e o padrédo de montagem das cadeias octaédricas. No
rutilo, a distorcdo da estrutura cubica € menor que a distorcdo observada em
anatase, de modo que a célula unitaria € esticada além de uma forma cubica (QIN
et. al.,, 2011). Dessa forma, essas diferengas vao refletir na superficie, banda
elétrica, capacidade de transferéncia e potenciais redox (QIN et. al., 2011). A partir
de estudos com ambas as formas, sabe-se que anatase possui alta atividade
catalitica e sdo biologicamente mais ativas do que o rutilo (HIRAKAWA et. al., 2004;
KAKINOKI et. al., 2004; SCHNEIDER et. al., 2014).
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Além disso as TiO,NP sdo capazes de apresentar varias formas, como
nanotubos, nanofios, nanocristais, hanomateriais agregados esféricos e dendriticos
(BALASUBRAMANYAM et. al., 2009)

Entre as aplicagdes das TiO,NP encontradas comercialmente, destaca-se
a utilizagdo em agentes de branqueamento em tintas (representando 70% do volume
total de produgdo de pigmentos em todo o mundo) e em revestimentos cimento,
plasticos e papéis em razdo da capacidade de oferecer brancura e/ou opacidade
(BAAN et.al., 2006; DIAMOND et al., 2017). Assim como, componente funcional de
protetores solares por aumentar a capacidade de protegdo UV dos produtos e
melhorar o recurso estético de protetores solares convencionais que usam particulas
de tamanho micrométrico (BERNARD, et. al., 2010; WANG, et. al., 2016). Podem ser
aplicados como um semicondutor em varios dispositivos eletronicos, incluindo
células volateis solares sensibilizadas por corantes (JAFARI & AFSHAR, 2016) e um
crescente aumento de aplicagdes que aproveitam as propriedades fotodindmicas em
nanoescala, tais como sanitizagdo fotocatalitica, degradacdo de substancias
organicas e oxidagao de nitrogénio e enxofre (BAl et al., 2014; BRAME et. al., 2013;
SCHNEIDER et. al., 2014).

Estudos visando a aplicagdo da TiO,NP no campo biomédico vem
crescendo nos ultimos anos, no qual inclui administragcdo de medicamentos, imagem
celular, terapias fotodindmicas e biossensores (WU et. al., 2011; XIE et. al., 2011;
PAN et. al., 2015). Devido a alta relagdo superficie-volume e reatividade, as
TiOoNPs podem ser utilizadas para fins imunomoduladores para atender fungdes
especificas como anti-inflamatérios, adjuvantes de vacina e drogas
imunossupressoras (ELSABAHY & WOOLEY, 2013). As citocinas, por exemplo, s&o
proteinas sintetizadas pelas células e promovem a homeostase na modulacao e
regulagcéo da resposta imune. Dessa forma, as nanoparticulas podem interagir com
as citocinas e direciona-las para as células e tecidos alvos (ELSABAHY & WOOLEY,
2013).

A atividade fotocatalitica das TiO2NPs vem sendo investigada desde 1980
devido as suas aplicagbes em energia solar, remediagdo ambiental e terapia
fotodinamica (RAMACHARYULU et. al., 2015; QU et. al.,, 2013). Estudos prévios
demonstraram que sob irradiacdo de luz, os elétrons (e-) de banda de valéncia do
TiO, ficam excitados e movidos para a banda de condugdo, deixando espacgos

positivos de carga (h+), assim os elétrons (e—) na banda de condugao e orificios (h+)
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na banda de valéncia tém a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs) (YAMAGUCHI et. al., 2011; LI et. al., 2015). A geracédo de EROs induzida
pela luz por um fotossensibilizador tem sido aplicada no tratamento de céancer,
incluindo tumores em estagio inicial e lesbes pré-cancerosas, e lesdes
neovascularizagdo por meio da terapia fotodinamica (CELLI et. al., 2010;
AGOSTINIS et. al.,, 2011; KUSHIBIKI et. al., 2015). Entre os tipo de cancer que
podem ser tratados com terapia fotodinamica estdo a leucemia, cancer de colo de
utero, figado e pulméao (LAGOPATI et. al., 2014; WANG et. al. 2015). No entanto,
existem algumas desvantagens na aplicagdo das TiO,NPs para a terapia
fotodindmica. As principais desvantagens do TiO, é o gap de banda larga (3.2 eV
para anatase) que pode ser ativado somente na regido ultravioleta (UV) e alta taxa
de recombinacbes de elétrons que reduzem consideravelmente a eficiéncia
fotocatalitica do TiO, (LANG et. al., 2016).

2.3 NANOTOXICIDADE

Os potenciais efeitos prejudiciais associados aos NMs tém demonstrado
ser altamente variaveis, dependendo de multiplos fatores, tais como caracteristicas
fisico-quimicas, tamanho e morfologia dos NMs, além das condi¢gbes de exposigao e
sistemas bioldgicos. Isso pode levar a resultados equivocados e pouco conclusivos
que impedem a extrapolagdo dos resultados para além de cada caso de estudo
(CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Para superar esse problema, sdo necessarios
controles adequados, ensaios complementares envolvendo diferentes tipos de
células além de padronizacédo dos protocolos utilizados pelos diferentes laboratérios
(CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Neste contexto, surge a nanotoxicologia que
envolve o desenvolvimento e validacéo de testes e protocolos confiaveis, robustos e
seguros para avaliar possiveis riscos da produgao e uso de NMs (LEWINSKI et. al.,
2008; DEKKERS et. al., 2016).

Uma das caracteristicas criticas que influenciam a toxicidade dos NMs € a
sua composi¢cao quimica, uma vez que o0s proprios elementos apresentam
reatividade quimica e toxicidade diferentes em meios biolégicos (KIM et. al., 2014).
O tamanho e a forma dos NMs resultam em fatores cruciais, pois definem tanto os

mecanismos de internalizacao, preferencialmente, quanto a eficiéncia de captacao,
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condicionando assim o comportamento toxicolégico dos NMs em ambientes
biolégicos (MENDES et. al., 2014). As propriedades de superficie dos NMs como,
area de superficial, funcionalizagdo da superficie, forma e angulo de curvatura,
porosidade, cristalinidade da superficie, heterogeneidade, rugosidade e
hidrofobicidade determinam fortemente a sua interacdo com membranas celulares
como primeiro passo para mecanismos de citotoxicidade induzida (ARAJ et. al.,
2015). A agregacao dos NMs é um fendbmeno bastante comum em meios biolégicos
contendo sais e proteinas que podem levar a formagao de agregados/aglomerados
com didametro hidrodinamico maior, forma, superficie, estabilidade coloidal e
homogeneidade muito diferentes das do material disperso (DAMOISEAUX et. al.,
2011).

A interface dos NMs com os sistemas biolégicos compreende em trés
componentes que interagem dinamicamente: a superficie dos NMs, cujas
caracteristicas sdo determinadas pela sua composi¢ao fisico-quimica; a interface
solido-liquido e as mudangas que ocorrem quando a particula interage com os
componentes no meio circundante; e a zona de contato da interface sdlido-liquido
com substratos biolégicos (NEL et. al., 2006; KIM et. al., 2014).

Conforme as caracteristicas do meio como: forga iodnica, pH, temperatura,
presenca de grandes moléculas organicas (por exemplo as proteinas) e detergentes,
podemos observar mudangas na carga superficial efetiva (Potencial Zeta), no estado
de agregacao, estado de dispersao, estabilidade, biodegradabilidade, caracteristicas
de dissolugdo, hidratacédo e valéncia da camada superficial das NPs (SIGMUND et.
al., 2005). Além disso, as caracteristicas das particulas contribuem ativamente para
as interacbes com o meio através da: promocado da adsorcdo de ions, proteinas,
materiais organicos naturais e detergentes; formacao de dupla camada; dissolucéo;
ou minimizagdo da energia superficial livre por reestruturacdo de superficie
(GILBERT et. al., 2004; MIN et. al., 2008).

Muitas dessas propriedades de particulas recém-adquiridas ou estados
transformados, determinam as forgas que operam na interface particula-meio (MIN
et. al., 2008). Essas forgas incluem forgas de longo alcance decorrentes de atrativas
interacdes de dupla camada de Van der Waals , forga eletrostaticas e forgcas de curto
alcance decorrentes de interacdes de carga e solvente (MIN et. al., 2008; VELEGOL,

2007). As interagdes das NMs quando em meio de cultivo (por exemplo as
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interagbes com proteinas) também poderiam induzir mudangas em larga escala, tais
como lixiviagao iénica, transformacao de fase e aglomeragao (NEL el. al., 2009).
Segundo estudos que investigam a nanotoxicidade das TiO2NP, encontra-
se resultados que indicam que essas NPs induzem inflamacgao, citotoxicidade e
genotoxicidade (DIAMOND et. al., 2017; SONG et. al., 2016; TROUILLER et. al.,
2009; WU et. al., 2009) Contudo, outros trabalhos verificaram que as TiO;NP foram
nao toxicas ou com baixa toxicidade quando em contato com fibroblastos bronquiais
humanos, epitélio brbnquico humano e fibroblastos de pulmao fetal humano.
(BHATTACHARYA et. al.,, 2009). Relatérios conflitantes sobre a resposta
toxicoloégica das TiO,NPs podem ser decorrentes da utilizagdo de diferentes

propriedades fisicas e quimicas desse material (IAVIACOLI et. al., 2011).

2.4 MODELOS DE ESTUDO DE TOXICIDADE IN VITRO

A utilizagdo de estudos in vitro para a avaliagdo de toxicidade de NMs
permite o estudo dos efeitos primarios nas células alvo na auséncia de efeitos
secundarios causados pela inflamagao ou fatores fisioldgicos e compensatoérios que
podem confundir a interpretagdo, como ocorre em modelos animais (EKWALL, 1995;
HUANG et al., 2010). Portanto, a avaliagdo da nanotoxicidade in vitro € importante,
uma vez que as fungdes celulares basais suportam as fungdes celulares 6rgaos-
especificas. Outras vantagens sao a reduc¢ao da variabilidade entre os experimentos
e menor uso da substancia teste, gerando menos residuos (TAKHAR e MAHANT,
2011). Além do mais, ensaios de citotoxicidade in vitro sdo empregados como uma
importante ferramenta na redugcdo do numero de animais de laboratorio utilizados na
avaliacéo de toxicidade aguda sistémica (TAKHAR e MAHANT, 2011).

Dentre as linhagens de células existentes destacam-se a primarias e
imortalizadas. Os fibroblastos bovinos s&o células de cultura primarias amplamente
empregados na clonagem animal, o procedimento inclui a coleta de uma biopsia da
pele, isolamento mecanico ou enzimatico. Além disso, possuem crescimento finito e
resistem a um numero determinado de passagens (WAENY, 2017).

As células do epitélio do ovario de hamster chinés (CHO) € um modelo de
linhagem celular de mamifero amplamente utilizadas em estudos de toxicidade in
vitro (VIRGILIO et. al., 2010; JIANG et. al., 2015; FISCHER et. al., 2015), e por ser
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de uma linhagem imortalizada suas caracteristicas biolégicas sdo bem conhecidas.
Em estudos envolvendo a aplicacdo de protocolos padronizados como o TG 473 da
OECD, o uso de linhagens imortalizadas é de suma importancia para

reprodutibilidade dos resultados.

2.5 CARACTERIZAGAO DOS NANOMATERIAIS

Em ensaios de nanotoxicologia deve se considerar a composigdo quimica
e as propriedades fisicas dos NMs, de modo a predizer os mecanismos de interagao
com os sistemas bioldgicos e, assim, sua toxicidade, visto que apresentam
reatividade quimica e toxicidade diferentes nos meios bioldgicos. Existe um conjunto
minimo de propriedades dos NMs que sdao comumente aceitas em estudos de
caracterizacao para fins de avaliagcado de nanotoxicidade, no qual inclui: composigao
quimica, tamanho, forma, carga da superficie, cristalinidade e estado de
aglomeracao e agregacao (GUNSOLUS & HAYNES, 2015). Assim, alguns exemplos
de ensaios que podem ser utilizados para a caracterizagao fisico-quimica sao: para
a composicao quimica pela Espectroscopia de Infravermelho e Raman; o tamanho e
forma pela Microscopia de Forga Atdmica (AFM); formagédo de agregados, tamanho
hidrodinAmico, Potencial Zeta e homogeneidade pela técnica de Espalhamento de
Luz Dinamico (DLS).

2.5.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Uma das caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a toxicidade das
NMs é a composicdo quimica que pode ser analisada pela espectroscopia de
infravermelho. Essa técnica, em linhas gerais, tem seus fundamentos baseados em
efeitos de absorgdo da radiagdo na regido do infravermelho, no qual devido a
excitacao do nivel de energia vibracional ha aumento do estado de energia. Logo, a
radiacdo que incide sobre um meio sera atenuada. Essa vibragdo proporciona
informacbes sobre a estrutura molecular, e as bandas caracteristicas da
espectroscopia infravermelho representam as “impressdes digitais” das moléculas
(DENDISOVA et al., 2018).
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Durante a exposi¢cao da molécula a luz infravermelho, ocorre mudanga no
momento dipolar elétrico da molécula devido a vibragdo. A molécula sé pode agitar o
campo eletromagnético em oscilagédo se tiver um momento de dipolo elétrico que
oscila @ medida que a molécula vibra. O movimento de alongamento de uma
molécula diatbmica homonuclear n&o altera seu momento de dipolo elétrico de zero,
de modo que as vibragdes de tais moléculas ndo absorvem nem geram radiagao.
Uma molécula diatdbmica heteronuclear, que tem um momento dipolar que muda a
medida que a ligagdo se alonga e contrai, € ativa no infravermelho. Em altas
excitagdes vibracionais, a oscilagdo dos atomos permite que a molécula explore
regides da curva de energia potencial, onde a aproximagao parabdlica é fraca. O
movimento se torna anarmdnico, no sentido de que a forga resultante nao é
proporcional ao deslocamento. Como a curva real € menos confinante do que uma
parabola, podemos antecipar que o0s niveis de energia se tornam menos
amplamente espagados em alta excitagdo. A natureza anarménica do movimento €
responsavel pelo aparecimento de linhas adicionais de absorgao fraca chamadas de
sobretons (ATKINS & DE PAULA, 2011).

A partir do espectro gerado apos a vibragao no interior de um molécula de
um composto quimico, conhecemos suas propriedade fisico-quimicas pelo seu
padrao de espectro e, assim, a identificarmos o composto quimico. Com base nas
bandas que observamos nesse espectro, quando temos uma mistura é possivel
identificar diferentes componentes dessa mistura pelos seus respectivos padrboes de
banda (ATKINS & DE PAULA, 2011; RODRIGUES & GALZERANI, 2012).

2.5.2 RAMAN

Na espectroscopia Raman, uma amostra € exposta a radiagao laser na
faixa de ultravioleta (UV) a infravermelho proximo (NIR), assim o comprimento de
onda incidente interage com as moléculas da amostra, excitando-as do estado
fundamental vibracional para um estado de energia virtual, ocorrendo assim o
espalhamento inelastico de luz pela matéria. Moléculas oscilantes podem se acoplar
a outras moléculas e realizar vibragdes adicionais, formando excitagdes de elétrons
(MIROSLAW et al., 2018).
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Quando a amostra é exposta radiacado laser na faixa UV e NIR, o féton
incidente deixa um pouco de sua energia nos modos vibracionais da molécula que
atinge ou acumula energia adicional de uma vibracdo que ja foi excitada. Assim, a
radiacdo espalhada apresentara uma frequéncia diferente da radiacao incidida. A
regra para as transigdes Raman vibracionais € que a polarizabilidade molecular deve
mudar a medida que a molécula vibra. A polarizabilidade desempenha um papel na
espectroscopia Raman vibracional pois a molécula deve ser comprimida e esticada
pela radiacao incidente para que uma excitagao vibracional possa ocorrer durante a
colisdo entre fotons e moléculas (ATKINS & DE PAULA, 2011).

Baseando-se no espalhamento inelastico de luz pela matéria, obtemos os
modos vibracionais da molécula, a ligacdo quimica presente, os tipos de atomos que

compdem a molécula e os grupamentos moleculares (ATKINS & DE PAULA, 2011).

2.5.3 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

A microscopia de forga atbmica € uma ferramenta de caracterizagdo que
mede a topologia e as propriedades do material das superficies registrando a
deflexdo de uma sonda metdlica (ou “ponta”) a medida que ela se move sobre a
superficie alvo. Por meio dessa técnica é possivel obtermos imagens dos complexos
bioldgicos, como seus padroes de montagem e capacidade de interagir com outras
moléculas. Além disso, € uma técnica de pouca invasiva, pois ndo ha necessidade
de modificagdo quimica das amostras, nenhum dano mecénico e a oportunidade de
varredura da mesma amostra sob condi¢des distintas sob repetidas vezes (ATKINS
& DE PAULA, 2011; GACZYNSKA & OSMULSKI, 2008).

De modo a varrer a superficie da amostra, a AFM apresenta uma ponta
pequena e muito afiada montada em um cantilever o qual digitaliza a amostra e
muda sua propriedade mecanica de acordo com a topografia da superficie alvo.
Essas alteragbes, chamadas deflexdo do cantilever ou modificagbes de suas
oscilagdes, resultam em variagdes na distancia entre a ponta e o objeto examinado.
A distdncia é constantemente corrigida devido ao ciclo de feedback entre um
sistema de posicionamento de amostra/ponta e um elemento pizoelétrico controlado
por computador. A imagem com uma informacgao topografica tridimensional é gerada

plotando o sinal de corregao ‘z’ (direcao vertical) do loop de feedback contra o plano
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X e 'y (OZKAN et. al., 2016; YEOW et. al.,2017). Com base na imagem gerada
apos a ponta digitalizar a amostra, optemos imagens da topografia e, assim,
inferirmos sobre a forma das NPs.

A AFM pode ser operado em trés modos principais: no modo de contato,
sem contato, e toque (contato intermitente). Em modo de contato, a ponta é
arrastada diretamente sobre a superficie e se desvia em decorréncia da interacao
Coulomb (interagdo eletrostatica entre particulas eletricamente carregadas). No
modo sem contato ela é mantida a curta distdncia (nhormalmente < 100 nm) sobre a
amostra e oscila a uma frequéncia que depende das forcas de Van der Waals que
atuam sobre ela. Ja quando ocorre o toque, a ponta € mantida oscilando acima da
amostra, e a frequéncia de oscilacdo muda a medida que a ponta se aproxima da

superficie em intervalos regulares (GIESSIBL, 2003).

2.5.4 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

O espalhamento de luz dindmico é usado para investigar a difusdo de
moléculas em solugdo. Quando duas moléculas estdo sendo irradiadas por um feixe
de laser por um tempo ‘', as ondas dispersas dessas particulas sdo notadas por um
detector, resultando no surgimento de um amplo sinal. Porém, a medida que as
moléculas se movem através da solugcdo, as ondas dispersas podem interferir
destrutivamente em outro momento ‘t-resultante’ e derivar em auséncia de sinal.
Quando esse comportamento é estendido a um numero maior de moléculas em
solucao, resulta em flutuacdes na intensidade da luz que dependem do coeficiente
de difusdo. Assim, a partir da analise das flutuacdes identificamos o coeficiente de
difusdo e o tamanho da molécula (ATKINS & DE PAULA, 2011).

Logo, a analise do movimento Optico das NPs suspensas possibilita a
identificacdo de caracteristica fisico-quimicas importantes, como: estado de
aglomeragao/agregagao, tamanho hidrodinamico, carga superficial, estabilidade
coloidal e homogeneidade (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Em sistemas
biologicos as NPs devido a sua alta reatividade, interagem com sais e proteinas,
ocasionando na formacdo de agregados/aglomerado (CABALLERO-DIAZ & CASES,
2016).
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Através do DLS é possivel caracterizar sistemas bioldgicos de proteinas e
virus. Além disso, as medigdes antes da analise requerem preparagdes simples,
como filtragem ou sonicacéo (ATKINS & DE PAULA, 2011).

O DLS pode mensurar a carga superficial dos NMs através do potencial
elétrico na superficie de cisalhamento, no qual € chamado de potencial Zeta. O
potencial Zeta é determinado pela medigdo da velocidade das espécies carregadas
em diregdo ao eletrodo na presenca de um campo elétrico externo através da
solugédo da amostra (SAPSFORD et al., 2011). Dependendo do MN, o potencial Zeta
pode predizer como o NM esta carregado e as formas de interagdo com as células
(OH & PARK, 2014). O potencial Zeta com um valor de + 30 mV é escolhido para
inferir a estabilidade de particulas, em que o valor em mddulo superior a 30 mV
indica uma condigcdo estavel, enquanto um potencial Zeta inferior a 30 mV em
modulo indica uma condigcao de instabilidade, agregacao, coagulacao ou floculagéao
(SAPSFORD et al., 2011).

2.6 ENSAIOS PARA AVALIAR A CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade pode ser avaliada por diferentes técnicas que quantificam
a viabilidade celular ap6s exposigao a um agente potencialmente toxico. Dentre os
métodos existentes, destacam-se o teste de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, o ensaio de Superoxido Dismutase (SOD) e a avaliagao

da morfologia celular por microscopia de luz.

2.6.1 ENSAIO DE REDUGAO DO CORANTE METIL TIAZOL
TETRAZOLIO (MTT)

A analise da viabilidade e proliferacdo celular é a base de ensaios in vitro
da resposta de uma populacéo de células a fatores externos (CABALLERO-DIAZ &
CASES, 2016). A reducdo dos sais de tetrazdlio € um dos mecanismo mais
utilizados para a analise de proliferacéo e viabilidade. O MTT é um sal de tetrazodlio
amarelo soluvel em agua para avaliar a viabilidade celular e a triagem de

micotoxinas em larga escala. A ampla utilizagdo em estudos de viabilidade celular,
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proliferacédo e citotoxicidade in vitro € em razao dos sais de tetrazélio apresentaram
carga liquida positiva, e ser lipofilico o que facilita que seja absorvido pelas células
vivas (BERRIDGE et al., 2005).

Em células metabolicamente viaveis, as desidrogenases mitocondriais
clivam o anel de tetrazodlio, transformando em um composto de coloragdo amarela
em um composto de coloragdo azul escuro, chamado de formazan {E,Z-1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}, que s&o cristais insoluveis em solucdes
aquosas. Assim sendo, a producao de formazan reflete o estado funcional da cadeia
respiratoria (RISS, 2004).

A mitocéndria é responsavel pela homeostase celular, um bom alvo para
interferir com a fosforilagdo oxidativa, apoptose, producado de espécies oxidativas,
sinalizagao celular e metabolismo (AZEVEDO et. al., 2018). Estudos mostram que
NMs de diferentes tamanhos e composicbes quimicas se mobilizam para as
mitocdndrias que sao organelas redox ativas (FOLEY et. al., 2002; JIN et. al., 2016).
Em razdo disso, a geragao de radicais livres de oxigénio nas células vem do
vazamento de elétrons da cadeia de transporte de elétrons mitocondriais (JIN et. al.,
2016). Em consequéncia disso, 0 estresse oxidativo € um mecanismo comum de

danos celular produzido por NMs (FU et. al., 2014).

2.6.2 ENSAIO DA SUPEROXIDO DISMUTASE

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo subprodutos normais do
metabolismo celular, atomo ou moléculas que possuem elétrons ndo pareados na
ultima camada de valéncia podendo aceitar ou transferir outro elétron faciimente.
Alguns EROs atuam como mediadores que regulam fungédo celular como
proliferagcdo e apoptose agindo em alguns caminhos de sinalizagédo intracelular e
intervindo na expressao de genes relacionados a esses processos. Entre as EROs,
0 anion superoxido desempenha um papel fundamental na inflamagao, pois € um
componente proé-inflamatério que causa danos a célula e a matriz extracelular
(AFONSO et. al., 2017). Nas mitocdndrias das células, o adenosina trifosfato (ATP)
€ sintetizado pela reducdo do oxigénio molecular em agua em uma sequéncia de
reacdes, no entanto uma parte desse oxigénio nao é reduzido completamente,

resultando na formacéao de radiais livres anion superoxido e outros radicais contendo



29

oxigénio (FU et. al., 2014). A enzima superoxido dismutase (SOD) neutraliza os
anion superoxido transformando em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio
molecular de modo a prevenir a formagado de componentes mais agressivos, como
peroxinitrito e radical hidroxila (FU et. al., 2014; CHE et. al., 2015). O H;O, é
posteriormente convertido em agua e oxigénio em uma reagao catalisada pela
catalase e peroxirredoxina (CHE et. al., 2015).

A homeostase celular das EROs €& mantida pelo equilibrio entre a
producao de EROs e a atividade do sistema antioxidante. O excesso de EROs oxida
macromoléculas como DNA, proteinas e lipideos, causando mutagdes elevadas,
danos a organelas celulares e morte celular em circunstancias mais extremas (CHE
et. al., 2015).

Um dos mecanismos de nanotoxicidade é através de EROs resultante da
formacdo de estresse oxidativo nos tecidos. Um dos determinantes que podem
afetar a geracao de EROs pelas NMs incluem tamanho, forma, superficie da
particula, cargas da superficie, dissolugao de particulas, liberagao de ions metalicos,
agregacao e modo de interagdo com as células (FU et. al., 2014; AZEVEDO et.al.,
2018)

A SOD, que catalisa a dismutagdo do anion superoxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio molecular, € uma das mais importantes enzimas antioxidantes.
Para determinar a atividade da SOD é utilizando um sal de tetrazolio altamente
soluvel em agua (WST-1), no qual se converte em formazan soluvel em agua apos a
reducdo com superoxido. Por esse método, a inibicdo da produgdo de cromdgeno é
proporcional a atividade da SOD presente na amostra. A taxa de redu¢cao com O
esta linearmente relacionada com a atividade da xantina oxidase (XO), e € inibida
pela SOD. Portanto, o IC50 (50% de atividade de inibicdo de SOD ou materiais
semelhantes a SOD) pode ser determinado por um método colorimétrico
(GUMULEC et. al., 2013).

2.6.3 AVALIAGAO DA MORFOLOGIA CELULAR POR MICROSCOPIA

DE LUZ

A avaliagao da morfologia celular por microscopia de luz é a técnica mais

simples e direta usada para visualizarmos as células, no entanto deve ser
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reconhecido que a plasticidade da morfologia celular esta relacionada a respostas a
diferentes condi¢des de cultura (FRESHNEY, 2015). Portanto, observacdes
comparativas de células devem ser feitas no mesmo estagio de crescimento e
densidade celular no mesmo meio (FRESHNEY, 2015). Alteragdes na constituigao
do meio e agentes citotéxico podem afetar a morfologia celular, logo, avaliagcbes
comparativas entre controle e tratamentos podem contribuir para as analises de
toxicidade com um indicador direto na avaliagdo da citotoxicidade (DUAN et al.,
2013; CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016).

Estudos prévios demonstram que tipos diferentes de NMs podem afetar a
morfologia celular (SOENEN et al., 2014; HAVRDOVA et al., 2016).

2.7 ENSAIOS PARA AVALIAR A GENOTOXICIDADE

2.7.1 ENSAIO DE MICRONUCLEO

O teste de micronucleo in vitro é um teste para a detecgdo de
micronucleos no citoplasma de células interfasicas (FENECH, 2000; OECD TG 487,
2016). Os micronucleos sao pequenos corpos de cromatina extranucleares
circundados por um invélucro nuclear, podem ser originarios de fragmentos
cromossOmicos acéntricos (clastogénicos), ou cromossomos inteiros (aneugénicos)
gue nao conseguiram migrar para os polos durante o estagio de anafase da divisdo
celular. Esses fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros sao envolvidos
por uma membrana nuclear, os quais sdo morfologicamente similares aos nucleos
apos a coloragao nuclear convencional (HINTZSCHE et. al., 2017). Portanto, o teste
de micronucleo € um meétodo in vitro que fornece uma base abrangente para
investigar potenciais danos cromossdmicos in vitro resultantes de agentes tanto
aneugénicos quanto clastogénicos (KIRSCH-VOLDERS, 1997; PARRY, et. al.,
1993). Agentes clastogénicos induzem fragmentos cromossémicos e agentes
aneugénicos interferem no aparato mitético e, principalmente, levam a segregacgao
de cromatides ou cromossomos inteiros durante a mitose (HINTZSCHE et. al.,
2017).

As diretrizes para o teste de micronucleo in vitro para células de

mamiferos (OECD TG 487) permitem o uso de protocolos com e sem o inibidor de
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polimerizagdo de actina citocalasina B (cyto ). A cyto B inibe a polimerizagdo dos
filamentos de actina, assim, durante a divisdo celular inibe o processo de citocinese
resultando em células binucleadas e permitindo a identificacdo e analise de
micronucleos apenas nas células que completaram a mitose (FENECH, 2000). Para
a execucgao do teste sem utilizar a cyto B deve-se buscar por evidéncias de que a
populacdo de células analisadas tenha sofrido mitose, no entanto quando se usa a
cyto B € necessario apenas contabilizar o numero de células binucleadas e a
incidéncia de células micronucleadas (OECD TG487, 2016).

Além disso, o uso de cyto (B possibilita a avaliagdo das frequéncias
relativas de ceélulas mononucleadas, binucleadas e multinucleadas na cultura
fornece um método preciso para quantificar o efeito sobre a proliferacédo celular e a
atividade citotdxica ou citostatica de um tratamento, e assegura que apenas células
dividas durante ou apds o tratamento sejam classificadas. Assim, recomenda-se a
medicdo do indice de proliferacdo de bloqueadores de citocinese (CBPI) e o indice
de Replicacao (RI) para estimar a atividade citotdxica e citostatica de um tratamento
comparando os valores nas culturas tratadas com o controle (OECD TG487, 2016).

Sistemas de metabolizagdo exdégenos devem ser usados quando se
empregam células com capacidade metabdlica enddégena inadequada, sendo o mais
comumente recomendado é a fracdo pos-mitocondrial suplementada pelo co-fator,
mix S9 (OECD TG487, 2016). O mix S9, uma fracdo metabdlica do figado, € usada
para fornecer enzimas de metabolizacdo de xenobidticos as células em cultura
(WHALLEY et. al, 2017). Quando junto a ciclofosfamida é capaz de ativar
genotoxicinas (WESTERINK et. al., 2011). Este & geralmente utilizado em
concentragdes que variam de 1-2% (v/v) e no maximo durante 6 h de exposigcéo as
células, em virtude de ser toxico (OECD TG487, 2016).

O teste de micronucleo pode ser realizado em linhagens celulares
imortalizadas ou linhagens primarias. Células geneticamente instaveis apresentam
taxa mais altas e mais variaveis de aberragdes cromossomicas (REGISTRE &
PROUDLOCK, 2016). Recomenda-se a utilizagdo de tipos celulares com uma
frequéncia de formagao de micronucleos estavel e conhecida, visto que a frequéncia
de micronucleos influenciara na sensibilidade do teste. As células séo selecionadas
quanto a sua capacidade de crescimento em cultura, estabilidade de seu cariétipo e

frequéncia espontdnea de micronucleo (OECD TG487, 2016). As células CHO é
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uma das linhagens mais utilizadas em avaliagcdes in vitro de micronucleo e
recomenda pelo OECD TG 487 (BEEDANAGARI et. al., 2014; OECD TG487, 2016).

A avaliagéo pelo ensaio de micronucleo é uma maneira simples e barata
de se investigar casos de danos ao DNA nas células, apds a exposicdo a um
determinado tratamento e fixacdo em l|aminas, as células binucleadas sao
observadas diretamente em microscopio (em aumento de 200-400x;
BEEDANAGARI et. al., 2014).

Além da avaliagado da frequéncia de micronucleos, pode-se investigar por
outros biomarcadores de eventos genotdxicos e instabilidade cromossémica tais
como a consténcia de pontes nucleoplasmaticas e gemas nucleares (BUD)
(FENECH et. al., 2011). As pontes nucleoplasmaticas sdo formadas a partir de
cromossomos dicéntricos, que podem ocorrer devido a erros de quebra de DNA,
fusdes terminais dos teldmeros e podem ser observadas quando ha separagao
defeituosa das cromatides irmas na anafase. J4 no caso das gemas nucleares,
essas representam o processo de eliminacdo de DNA amplificado, complexos de
reparo de DNA e possivelmente excesso de cromossomos de células aneupldides
(KIRALY et. al., 2017).

Os ensaios de micronucleos também sdo amplamente utilizados no
biomonitoramento humano como um indicador de exposig¢ao in vivo a genotoxinas e
um indicador de instabilidade genémica (HINTZSCHE et. al., 2017). Associagbes
foram descritas entre a frequéncia de micronucleos em linfécitos humanos e o risco
de cancer de uma populagdo (MAFFEI et. al., 2014).

Estudos avaliando os efeitos genotdxicos das TiOoNPs em células de
mamiferos ainda sdo incipientes (HINTZSCHE et. al. 2017) e inexistente para
fibroblastos bovinos. Portanto, € necessario investigar os efeitos da interagdo desses

NMs com diferentes tipos celulares utilizando NMs padronizados internacionalmente.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro de nanoparticulas de

diéxido de titanio (TiO2NP) em células de mamiferos.

3.2 ESPECIFICO

» Caracterizar a estrutura fisico-quimica da TiO2NP.

* Avaliar in vitro a morfologia e viabilidade celular de fibroblastos bovinos
e células de ovario de hamster chinés (CHO) expostos a diferentes concentracoes
de TiO2NP (0,1; 1; 5 e 10 pg/mL);

* |nvestigar in vitro o estresse oxidativo de fibroblastos bovinos e CHO
expostos a diferentes concentragdes de TiO,NP (0,1; 1; 5 e 10 yg/mL);

* Estudar in vitro o potencial genotéxico da TiO,NP em células

fibroblastos bovinos e CHO cultivados.
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4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

4.1.1 DISPERSAO DAS NANOPARTICULAS

As TiOoNPs utilizadas sdo um material de referéncia enviados para
estudos interlaboratoriais do projeto NANoREG, provenientes da Joint Research
Centre (JRC) (NMO01001a, Uniao Europeia). Essas NPs foram previamente
caracterizada pelo fornecedor por microscopia eletrénica de transmisséo e
apresentam tamanho primario da particula de 5-6 nm, distribuicdo do tamanho da
particula 95% menor que 100 nm, 77% menor que 50 nm e 11% menor que 10 nm,
area superficial de 170/316 m?/g e sdo do tipo anatase (JRC Nanomaterials
Repository, 2014).

Para a realizagado dos ensaios as TiO,NPs foram dispersas em meio de
cultura celular de acordo com a linhagem utilizada. O meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (Sigma Aldrich, EUA) foi utilizado
para o cultivo de CHO e Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma
Aldrich, EUA) para os fibroblastos bovinos. As TiO;NPs (1000 pg/ml) foram
sonicadas por 16 min no Branson Sonifier S-450 (Branson, EUA) a 400 Watt e,
posteriormente os tratamentos foram preparados nas concentragbes de 0,1 pg/mL;
1ug/mL; 5 pg/mL e 10 pg/mL. Essas concentracdes foram determinadas a partir do
trabalho de Virgilio, et. al. (2010), no qual concentragdes acima de 10 ug/mL de
TiO2NP apresentavam muitos agregados, dificultando a observagdo das células e

impossibilitando a contagem dos micronucleos.

4.1.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Os espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho foram obtidos em
um espectrofdbmetro Bomem FTIR MB-102 (Bomem, Canada), no Departamento de
Quimica da UFJF. Estes foram realizados na regido de 4000cm™ a 200cm™

utilizando pastilhas de KBr previamente dessecado a 500°C.
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4.1.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medidas Raman foram realizadas em um espectrobmetro Bruker RFS
100 (Bruker, EUA) excitado com um laser Nd+3 /YAG a 1064 nm, equipado com um
detector InGaAs arrefecido com nitrogénio liquido localizado no Departamento de
Quimica da UFJF. Os Espectros foram adquiridos com resolucdo de 4 cm™ e uma
meédia de 512 varreduras foram coletadas com uma poténcia de laser de 80 mW. As
TiO,NPs foram adicionadas a uma suspensao alcool isopropilico/agua ultra pura e
expostas a ondas ultra-sénicas. Uma gota da suspenséo foi colocada na superficie
de uma mica e, em seguida, foi desidratada sob atmosfera de nitrogénio antes das

analises.

4.1.4 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

Caracteristicas como tamanho, indice de polidispersao (IPD) e potencial
Zeta das TiO,NPs foram realizadas utilizando a técnica do DLS pelo equipamento
Malvern 3000 Zetasizer NanoZS (Malvern, Reino Unido) localizado no Laboratério
de Nanotecnologia Aplicada a Saude e Producédo Animal da Embrapa Gado de Leite.
Foram avaliadas suspensdes de TiOoNP nas concentragdes 0,1ug/mL, 1 pg/mL, 5
pMg/mL e 10 pg/mL em trés meios diferentes: agua deionizada, DMEM-F12, e DMEM-
F12 com soro fetal bovino (SFB), todos os meios testados tinham pH 7,0. Antes das
analises, as TiO;NPs foram sonicadas no meio de dispersao por 16 min a 400 Watts
(BransonSonifier S-450, EUA).

4.1.5 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

As imagens de AFM foram obtidas via modo intermitente em aparelho
Nanosurf easyScan 2 (Nanosurf Instruments, Suica) localizado no Laboratério de
Nanotecnologia Aplicada a Saude e Produgdo Animal da Embrapa Gado de Leite.

As anadlises foram realizadas em amplitudes de oscilagao livres do cantilever (50
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mV) e o tamanho da area de varredura da sonda do microscépio foi de 5x5 pm. A
resolucdo da AFM foi de 512x512 pixels, e o comprimento e o raio da ponta foram

de 225 pm e <10 nm, respectivamente.

4.2 CITOTOXICIDADE

4.2.1 CULTIVO DAS CELULAS IN VITRO

Nos ensaios biolégicos foram utilizadas linhagens primarias de
fibroblastos bovinos pertencentes a um banco de células da Embrapa Gado de Leite,
gerado a partir de uma pequena porcao de tecido extraido da orelha de vaca Gir,
localizada no Campo Experimental José Henrique Bruschi (Embrapa Gado de Leite).
As células CHO (ATCC CHO-K1) foram utilizadas como modelo biolégico padrao,
uma vez que sao celulas imortalizadas padronizadas internacionalmente.

Os fibroblastos bovinos foram cultivadas em meios de cultivo DMEM e as
células CHO em DMEM/F12, ambos os meios suplementados com 10% SFB (LGC
biotecnologia, Brasil) e 1% de antibiético (100 Ul/mL de penicilina, 100 pg de
estreptomicina mL”, LGC Biotecnologia, Brasil) em estufa com atmosfera
umidificada, 5% de CO, a 37°C.

4.2.2 AVALIAGAO POR MICROSCOPIA DE LUZ

O crescimento e a morfologia celular foram observados utilizando-se um
microscopio de luz invertido (ICM 405, Zeiss, Alemanha). Utilizando placas de 24
pocos, foram plaqueadas 2,5 x 10* de células CHO e fibroblasto bovino. Apos
avaliacdo da adesao das células nas placas, os meios foram trocados por meios de
cultura contendo as TiO;NPs. Foram analisados os seguintes grupos experimentais:
0 pug/mL (controle negativo); 0,1 pg/mL; 1 ug/mL; 5 yg/mL e 10 pg/mL de TiO,NPs

durante 24h. Para cada tratamento haviam duas repeti¢des.
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423 ENSAIO DE REDUGAO DO CORANTE METIL TIAZOL
TETRAZOLIO (MTT)

O ensaio MTT foi realizado da seguinte forma, resumidamente, 6 x 10°
células/pogo para a linhagem de fibroblasto bovino e 12 x 10° células/pogo para
CHO foram plaqueados em placas de 96 pocos. Apdés 24 h as células foram
colocadas em contato com as TiO2NPs (0,1 pg/mL; 1 pyg/mL; 5 pg/mL e 10 pg/mL)
durante 24 h. Sendo que para cada tratamento haviam 6 repeticbes e o ensaio foi
realizado em duplicata. Utilizando esse mesmo ensaio e condi¢ées experimentais
semelhantes, expomos ambos os tipos celulares aos controles positivos do ensaio
de micronucleo (metil metano sulfanato, ciclofosfamida e colchicina).

Apods a exposigcao, o meio foi retirado e as células incubadas com meio de
cultivo contendo MTT (Sigma Aldrich, EUA) a 10% (v/v), durante 4 h. A seguir, esse
meio foi retirado para adicdo de Isopropanol-acido (0,04 M HCI) a fim de diluir o
formazam formado para a leitura no espectofotémetro (Varioskan Flash Multimode
Reader, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 570 nm. Os valores de absorbancia

também foram corrigidos por pogo contendo apenas NPs.

4.2.4 ENSAIO DE SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD)

As células (CHO e Fibroblastos Bovinos) foram plaqueadas 2 x 10*
células por poco, em placas de 24 pocos e apos 24 h foram expostas as TiO,NP nas
concentragbes de 0 pg/mL; 0,1 pyg/mL; 1 pg/mL; 5 uyg/mL e 10 pg/mL, sendo 3
repeticbes por grupo e o ensaio em duplicata. Em seguida foi realizado o ensaio de
SOD Kit 19160 (Sigma-Aldrich, EUA), conforme o protocolo para analise do SOD
intracelular disponibilizado pela Sigma-Aldrich.

4.3 GENOTOXICIDADE
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A fim de avaliar o potencial genotoxico das TiO;NPs foi realizado o
ensaio de micronucleo de acordo com o protocolo da OECD (TG 487) para testes
quimicos in vitro, padronizado para as NPs, em células de mamiferos.

As células de fibroblastos bovinos e CHO foram cultivadas em meios de
cultura DMEM e DMEM-F12, respectivamente, com 10% de SFB e 1% de antibidtico
em placas de 6 poco, 1 x 10° células por poco, em estufas com 5% de CO, a 37° C.
Ao longo do experimento, as células foram expostas a diferentes tratamentos (figura
1). No tratamento curto de 3 h, ha os grupos contendo o mix S9 (Sigma-Aldrich,
EUA), no quais sado: ciclofosfamida (controle positivo) (Sigma-Aldrich, EUA) e
0,1ug/mL; 1 ug/mL; 5 uyg/mL e 10 ug/mL de TiO,NP. Bem como, os grupos sem o
mix S9, que sdo: Metil Metano Sulfonato (MMS — controle positivo) (Sigma-Aldrich,
EUA), Colchicina (controle positivo) (Sigma-Aldrich, EUA), 0,1 pg/mL; 1 pg/mL; 5
pg/mL; 10 pg/mL de TiO2NP e o controle negativo (0 ug/mL de TiO,NP). Em seguida
as células foram mantidas por 24 h em meio de cultura com Cyto B a 3 ug/mL
(Sigma-Aldrich, EUA).

O tratamento longo com Cyto B por 24 h de exposi¢cdo aos grupos de
ciclofosfamida (controle positivo, agente clastogénico), Metil Metano Sulfonato (MMS
— controle positivo, agente clastogénico), Colchicine (controle positivo, agente
aneugénico), TiO2NP (0,1 pg/mL; 1 ug/mL; 5 uyg/mL; 10 pg/mL) e controle negativo.

Tempo de Exposigao
o Tratamento Curto
> o

3h 24 h
Tratamento Meio de Cultivo + Citocalasina B

o Tratamento Longo

24 h
Tratamento + Citocalasina B

Figura 1 — Esquema do tempo de exposicdo dos diferentes tratamentos
para o teste de micronucleo.

ApOs o periodo de exposicdo, as células foram fixadas e as laminas
preparadas para posterior observagdo ao microscopio de luz. Inicialmente, as
células cultivadas in vitro foram tripsinizadas e centrifugadas a 120 g por 5 min. A
seguir, o sobrenadante foi descartado e adicionado 300 uL de KCI (0,075 M) e
novamente centrifugado a 1000 rpm durante 5 min e o sobrenadante descartado ao
final. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 100 uL do fixador Carnoy

| (etanol: acido acético, 3:1 v/v), e a seguir o esfregaco foi realizado. Apds a
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secagem das laminas, as mesmas foram colocadas por 10 seg na solugao
diafanizadora (45% de acido acético em agua destilada), em seguida as laminas
foram coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, 0.4% w/v em Metanol) 5% (v/v) em agua
deionizada por 10 min.

Durante a analise das laminas foi contabilizado o numero de células
binucleadas, mononucleadas e multinucleadas (o total de 500 células por grupo) a
fim de obter o indice de Proliferagdo de Bloqueador de Citocinese (CBPI), o qual
estima o numero médio de nucleos por célula, indica se estava ocorrendo a
proliferacéo celular e o indice de Replicagdo (RI). O Rl indica o nimero relativo de
ciclos celulares por células durante o periodo de exposicdo comparadas com o
controle e pode ser utilizada para calcular a porcentagem de citostasia (inibicdo do
crescimento celular) (TG487-OECD, 2014). Enquanto para a determinacdo da
frequéncia de micronucleo, foram analisadas 2000 células binucleadas por grupo

distinguindo entre com ou sem micronucleo.

CBPI (( N° de cél. monucleadas) + ( 2 x N° de cél. binucleadas) + (3 x N° de cél. multinucleadas ) )

( N° total de células )

( (N° de cél. binucleadas) + ( 2 x N° de cél. multinucleadas) ) / ( N° total de células )c

Figura 2 — Foérmulas utilizadas para o calculo do CBPI e Rl de acordo com o TG487-OECD.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados provenientes dos ensaios de MTT e SOD foram submetidos a
analise estatistica por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey, valores
de p<0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram apresentados
como medias * erro padrao da média. Os dados do ensaio de micronucleo foram
analisados comparando os grupos tratados com o controle pelo teste do Qui-

Quadrado com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS
5.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULASS

5.1.1 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

De acordo com os resultados do Potencial Zeta, em agua deionizada as
suspensdes de TiO;NPs se mostraram instaveis com valores proximos de zero
(Tabela 1). Porém, quando as NPs foram dispersas em meio de cultura, houve um
aumento dos valores de Potencial Zeta, destacando-se o DMEM/F12 sem SFB
quando os valores foram em média -21,62 mV, sendo a condicdo onde a NP
mostrou-se estar mais proximo de estavel, £ 30 mV (SAPSFORD et. al., 2011).

Em alguns tratamentos, os valores de IPD foram maiores que 0,7, como
em 5 pg/mL (agua deionizada), 0,1 ug/mL (DMEM/F12), 1 e 5 ug/mL (DMEM/F12 +
SFB) de TiO;NP, indicando heterogeneidade na amostra (Tabela 1). Além disso,
com 10 pg/mL de TiO2NP (em agua deionizada e DMEM/F12) os valores foram de
populagdes quase monodispersas. No caso das suspensdes de 0,1 pg/mL (agua
deionizada), 5 yg/mL (DMEM/F12), 0,1 e 10 pg/mL (DMEM/F12 + SFB) de TiO,NP

apresentaram populagcdo com média polidispersao.

Tabela 1 — Resultados obtidos pelo espalhamento de luz dindmico nas concentra¢des de 0,1 pg/mL; 1
pg/mL; 5 pg/mL; 10 yg/mL de TiO,NPs suspensas em agua deionizada, meio de cultivo (DMEM/F12)
com e sem SFB, em todos os meios com pH 7,0.

Tamanho .
" foa o Potencial Zeta
Grupos Hidrodinamico IPD
(mV)
(nm)
0,1 pg/mLTiO2 | 668,5+32,1 0,526 10,05 -3,5 10,4
Agua 1 pg/mL TiO2 576,5+289 0,395+0,02 -11,8 +0,1

Deionizada 5 ug/mLTiO2 799,8 +408,0 0,854+0,48 -0,1 £0,5
10 pg/mL TiO2 1246,7 £ 5,8 0,277 +0,02 -1,4 £0,04
0,1 pg/mLTiO2 | 1330,3+167,1 0,753+0,11 -22,3 +0,7
1 ug/mLTiO2 1184 + 44,5 0,530+0,01 -20,6 +1,7
5 pug/mL TiO2 1145+ 65,1 0,352+0,08 -22,2 +1,4
10 pg/mL TiO2 1226,7+5,8 0,266+0,04 -214 +1,2
0,1 pg/mLTiO2 208+0,1 0,534+0,001 -15,8 +2,1
DMEM/F12 1 pg/mLTiO2 57,6+7,5 0,738+0,14 -164 +1,5
+ SFB 5 pg/mL TiO2 309,8+33,4 0,751+0,07 -14,2 +1,8
10 pg/mL Ti02 444,8 + 16 0,466 +0,06 -133 +1,4

DMEM/F12

Nas suspensbes de agua deionizada e DMEM/F-12 os tamanhos
hidrodindmicos das TiO,NPs variaram entre 500 e 1300 nm, no entanto, quando em

DMEM/F12 com SFB os tamanhos foram menores (Tabela 1). Quando em meio
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DMEM/F12 com SFB, as concentragbes de 0,1 pg/mL e 1 pg/mL de TiO,NP

resultaram em valores de 20 nm e 57,6 nm, respectivamente.

5.1.2 RAMAN E INFRAVERMELHO

As bandas observadas no espectro Raman obtido em 639 ¢cm ™', 517 cm
e 395 cm™ (Figura 3) podem ser atribuidas aos modos ativos Big, A1g/B1g € Eg,
respectivamente (ARSOV et. al., 1991).
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As bandas largas observadas, no espectro obtido na regido do
infravermelho, em 542 cm™ e 686 cm™ (Figura 4) estdo associadas a vibragdo TO
das ligagdes Ti-O; enquanto, a banda notada em 3427 cm™, sugere a presenga de
superficies hidroxiladas, causadas pelas intera¢cées de hidrogénio entre grupos OH
de superficie do dioxido de titdnio com oxidagdo +2, e a agua molecular com
vibracdes em 1630 cm™ (HUANG et. al., 2010; SCHEUERMANN et. al., 2016).

5.1.3 MICROSCOPIO DE FORGA ATOMICA
De acordo com as imagens obtidas por AFM, as TiO,NPs encontram-se

sob variadas geometrias e tamanhos (Figura 5), destacando-se a formas cilindricas,

cubicas e piramidais.
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0.35 pm
0.00 pm

Figura 5 — Imagem representativa das TiO,NP por meio
da Microscopia de Forga Atémica.

5.2 ENSAIO CITOTOXICO

5.2.1 AVALIACAO POR MICROSCOPIA DE LUZ

Nas Figuras 6 e 7 pode-se observar o crescimento e a morfologia celular
dos fibroblastos bovinos e CHO apds exposicao as TiO,NP nas concentragdes de 0
pMg/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL e 5 pg/mL. Nestes tratamentos pode-se verificar que a
morfologia tipica de ambas as células ndo foram alteradas e cresceram em
monocamada aderente.

No entanto, na concentracdo de 5 e 10 pg/mL de TiO,NP nota-se a
presencga de agregados das TiO2NP. Bem como, a mudanga na morfologia na maior

concentracio testada.
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Figura 6 — Imagem representativa da morfologia de células CHO durante 24 h de exposicdo aos
tratamentos com TiO,NP, controle (A), 0,1 yg/mL (B), 1 pg/mL (C), 5 yg/mL (D), 10 pg/mL (E). A seta
indica os agregados. Aumento 100x.

Figura 7 — Imagem representativa da morfologia de células fibroblasto bovino durante 24 h de
exposigéo aos tratamentos com TiO,NP, controle (A), 0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 5 pg/mL (D), 10
pg/mL (E). A seta indica os agregados. Aumento 100x.
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522 MTT

A exposicao as TiO2NPs por 24h a CHO néao afetou a viabilidade celular
(P>0,05) nas concentragdes de 1, 5 e 10 yg/mL (Figura 8), contudo foi observado
aumento da absorbéancia quando expostas a concentragcédo de 0,1 uyg/mL, em relagéo
ao grupo controle (P<0,05) indicando um aumento da viabilidade celular. Em
fibroblastos bovinos, as TiO;NP nas concentragdes de 0,1; 1; 5; 10 uyg/mL por 24 h

nao alterou a viabilidade celular (P>0,05) (Figura 8).
0.5 b

0.45

|

0.35 ab

03

Ny

Controle 0,1 pg/mL 1 pg/mL 5 ug/mL 10 pg/mL

Absorbéancia

CHO ™ Fibroblasto Bovino

Figura 8 — Viabilidade celular de CHO e Fibroblastos Bovinos pelo ensaio de MTT expostos as
TiO2NPs por 24 h. O dados foram avaliados por ANOVA post-hoc de Tukey (P<0,05) entre células da
mesma linhagem. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Leitura
realizada na absorbéancia de 570 nm.

Posteriormente, o ensaio de MTT foi utilizado para definir quais
concentracdes dos controles positivos utilizados no ensaio de micronucleo poderiam
afetar a viabilidade celular (Figura 9). As concentragdes escolhidas de acordo com
outros estudos na literatura foram 10 e 20 pg/mL de metil metano sulfanato, 0,2 e
0,02 pg/mL de colchicina e 5 e 10 yg/mL de ciclofosfamida (GARRIOTT, et. al.,
2002; PHELPS, et. al., 2002). No presente estudo, as concentracdes definidas foram
10 yg/ml de MMS, 0,2 ug/mL de Colchicina e 10 pg/mL de Ciclofosmamida, ja que

essas ndo comprometeram a viabilidade celular.
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Figura 9 — Viabilidade celular de CHO e fibroblasto bovinos pelo ensaio de MTT expostas aos
controles positivos do teste de micronucleo. Os dados foram avaliados por ANOVA post-hoc de
Tukey (P<0,05) entre células de mesma linhagem. Leitura realizada na absorbancia de 570 nm.

5.2.2 SOD

De acordo com a analise da atividade da SOD em células CHO e
fibroblastos bovino, as concentragdes de 0,1; 1; 5 e 10 uyg/mL de TiO,NPs por 24h

nao mostraram diferengas entre os tratamentos para cada linhagem celular (P>0,05;

I' j Ii I i

Controle 0,1 ug/mL 1 pyg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL

Atividade SOD (%)
o NN W W DD
U1 O U1 O LT O LT o n

[=]

UFibroblasto Bovino ®CHO

Figura 10 — Ensaio para avaliar a atividade da enzima SOD em células CHO e
fibroblasto bovino durante 24 h de exposi¢cdo aos tratamentos de TiO,NP. Os dados
foram avaliados por ANOVA post-hoc de Tukey (P<0,05) entre células de mesma
linhagem. Leitura realizada na absorbancia de 570 nm.



5.3 GENOTOXICIDADE

46

Os valores do CBPI podem ser observados nas tabelas 2 e 3. Os dados

para CBPI estado relacionados ao Rl demonstrando que as células em cultivo nas

diferentes concentragdes testadas estavam em crescimento, ja que os valores de RI

foram em média de 100%, indicando que maioria das células estavam em diviséo.

Os valores do CBPI foram maiores que 1 (valor igual a 1 indica 100% de citostasia),

sugerindo que nem todas as células analisadas eram do tipo mononucleada, ou

seja, estavam em processo de divisao celular.

Tabela 2 — Dados do CBPI do tratamento curto em células

CHO e fibroblasto bovino.

Srupos Fibroblasto Bovino CHO
Colchicina 1,63 1,85
Ciclofosfamida + S9 0,00 1,75
MMS 1,57 1,78
Controle 1,65 1,87
0,1 ug/mL 1,59 1,80

1 pg/mL 1,61 2,01

5 ug/mL 1,69 1,90
10 pg/mL 1,68 1,66
0,1 pg/mL +S9 1,96
1 pg/mL +S9 1,77
5 ug/mL +S9 1,77
10 pg/mL +S9 1,86

Tabela 3 — Dados do CBPI do tratamento longo das células

CHO e fibroblasto bovino.

Srupos Fibroblasto Bovino CHO
Colchicina 1,67 1,86
Ciclofosfamida 1,73 1,85
MMS 1,60 1,87
Controle 1,59 1,87
0,1 ug/mL 1,73 1,84

1 pg/mL 1,58 1,82

5 pug/mL 1,67 1,92

10 ug/mL 1,77 1,93
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Com relacdo a frequéncia de células binucleadas no tratamento curto
(3h), foi observado que a concentragdo de 0,1 pg/mL de TiO2NP com e sem o S9
mostrou-se ser genotdxica para as ceélulas CHO ((P<0,05; Figura 11). Quando
expostas ao tratamento longo as concentra¢des de 0,1 ug/mL e 1 ug/mL de TiO,NP
também aumentaram a frequéncia de micronucleos em CHO ((P<0,05; Figura 11).
Contudo, em fibroblastos bovinos expostos as mesmas condi¢des (Figura 12), ndo
foram observadas diferengcas nas frequéncias de micronucleos no tratamento
curto(P>0,05), mas no tratamento longo na concentragdo de 10 pg/mL houve
reducao do numero de micronucleos (P<0,05).
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Figura 11 — Frequéncia de micronucleos em células CHO apés o tratamento curto (3h) e longo. Os
resultados foram analisados por teste Qui-Quadrado, com nivel de significancia de 5%, tendo como
numero amostral 2.000 células.
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Figura 12 — Frequéncia de micronucleos em células fibroblasto bovino apds o tratamento curto (3h) e

longo. Os resultados foram analisados por teste Qui-Quadrado, com nivel de significancia de 5%,
tendo como nimero amostral 2.000 células.
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Dados relativos a exposi¢cao de fibroblastos bovinos a 0,1 pg/mL, 1
pg/mL, 5 pug/mL, 10 yg/mL e ciclofosfamida (tratamento curto) contendo S9 néo
foram apresentados em razdo da toxicidade do S9 que, possivelmente, afetou as
células. Quando esses pogos foram analisados por microscopia de luz as células se
encontravam pouco aderidas e com morfologia alterada (dados ndo demonstrados).

Na figura 13, podemos observar imagens representativas de uma das
laminas analisadas, no qual destaca-se a presenca de células binucleadas com
micronucleos e os agregados de NPs. Nota-se que os agregados da concentragéo
de 10 pg/mL se localizam no citoplasma (Figura 13.A), e que se assemelham em
tamanho aos micronucleos. Entretanto esses agregados podem ser diferenciados
pela cor, uma vez que os micronucleos apresentam coloragdo roxa por causa da
Giemsa e as NPs sao pretas. Esses agregados provavelmente estado internalizados

no citoplasma ou adsorvidos por proteinas na membrana.

A B

N

B
Agregados .

Micronicleo L J .o

¥
Microndcleo

Figura 13 — Imagens representativas do ensaio de micronucleo de CHO. (A) 10 uyg/mL
TiO,NP + S9, aumento de 100x; (B) 0,1 pg/mL TiO,NP, aumento de 100x.

Imagens do ensaio de micronucleos de fibroblasto bovino estédo
representadas na figura 14, onde s&o observados células binucleadas e
micronucleos. Foram utilizados o mesmo protocolo de montagem de laminas para
ambos os tipos celulares e, apesar de serem de diferentes linhagens, o protocolo de

montagem da lamina utilizado foi adequado para ambas as linhagens celulares.
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Figura 14 - Imagem representativa do ensaio de micronucleo de fibroblasto bovino. (A)
Controle positivo MMS, aumento 400x; (B) Controle positivo Colchicina, aumento de 100x.

De acordo com as tabelas 4 e 5, nota-se 0 numero de pontes e BUD
(gemas nucleares) numa amostra de 2.000 células entre os tratamentos das
linhagens celulares CHO e fibroblasto bovino, respectivamente. No tratamento curto
em CHO, o numero de pontes mostra-se superior ao numero de BUD quando
comparado por grupo, exceto no grupo 1 pg/mL + S9. Entre os valores do
tratamento longo, nota-se que os valores para BUD e ponte diminui entre os grupos,
quando comparado ao tratamento curto. Além disso, o nUmero de pontes mostra-se
superior ao numero de BUD quando comparado por grupo, exceto nos grupos 0,1
Mg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, colchicina e ciclofosfamida. De modo geral, ao
compararmos os valores de BUD e ponte por grupo em CHO, os valores dos

numeros de pontes mostra-se maior na maioria dos grupos (tabela 4).
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Tabela 4 — Numero de Pontes e BUD contabilizadas na amostra de
2.000 células, entre os tratamentos de CHO.

Tratamento Curto Ponte BUD Tratamento Longo Ponte BUD

0,1 pg/mL 8 6 0,1 pg/mL 6 7

1 pg/mL 11 6 1 pg/mL 5 0

5 pg/mL 8 6 5 pg/mL 1 3

10 pg/mL 11 6 10 pg/mL 0 1

0,1 pg/mL + S9 12 7 Controle 3 2

1 pg/mL2 + S9 11 13 MMS 14 3

5 pg/mL + S9 13 11 Colchicina 2 5

10 pg/mL + S9 13 8 Ciclofosfamida 4 7
Controle 10 5
MMS 13 10
Colchicina 12 8
Ciclofosfamida + S9 10 6

No tratamento curto em fibroblasto bovino (tabela 5), os maiores valores
sao observados na coluna de BUD quando se compara ponte e BUD nos grupos,
exceto o grupo controle. Entre os grupos no tratamento longo é visualizado a

prevaléncia de valores maiores em BUD, exceto em 1 ug/mL e ciclofosfamida.

Tabela 5 — Numero de Pontes e BUD contabilizadas na amostra de
2.000 células, entre os tratamentos de fibroblasto bovino.

Tratamento Curto Ponte BUD Tratamento Longo Ponte BUD

0,1 yg/mL 3 9 0,1 pg/mL 2 4
1 pg/mL 1 8 1 pg/mL 0 1
5 pg/mL 3 5 5 pg/mL 1 8
10 pyg/mL 0 1 10 pg/mL 1 9
Controle 4 1 Controle 3 9

MMS 1 6 MMS 4 8

Colchicina 1 6 Colchicina 13 21

Ciclofosfamida 5 1
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6 DISCUSSAO

De acordo com os tamanhos hidrodinamicos apresentados na tabela 1, foi
observado agregacdo das TiO;NPs na maioria dos meios testados, exceto nas
concentragdes de 0,1 ug/mL (20,8 £ 0,1 nm) e 1 pg/mL (57,6 £7,5 nm) quando em
meio de cultura suplementado com SFB. Apesar dos menores valores terem sido
observados nas menores concentragdes, no qual as NPs ficam mais dispersas, os
constituintes do meio podem influenciar no comportamento das NPs, como
agregacéo e dispersao (JEMEC et al., 2016; TEEGUARDEN et. al., 2007).

Como visto pelos valores do Potencial Zeta as TiO,NPs em meio de
cultura DMEM apresentaram carga negativa. Sabe-se que as NPs podem interagir
com ions Ca®" e Mg** contidos no meio de cultura por meio de forcas eletrostaticas
(HORIE, et. al., 2009). Dessa forma, os menores valores de tamanho hidrodinamico
encontrados em meio suplementado devem-se as proteinas presentes no SFB,
como o caso da albumina, no qual apresenta carga negativa em meio neutro
(HORIE, et. al., 2009). Assim, a albumina possivelmente interage com o ion de Ca**
qgue se associa as TiO;NPs por meio de forgas eletrostaticas, dificultando a interagao
entre as TiO,NPs pelas forcas de Van der Waals, e, assim, resultando na sua
dispersao. Devido a presenca do SFB, as TiO,NPs podem ser revestidas com as
proteinas presente neste suplemento (efeito corona), ocasionando na alteragao suas
propriedades tais como cargas superficiais, agregagdo e tamanho hidrodindmico
(NEL et. al., 2009).

As agregacdes das TiO,NPs visualizadas em &gua provavelmente
ocorrem em razdo das moléculas de agua que aderem as particulas com energia
suficiente para formar camadas em suas superficies. Assim, as forcas de solvatacao
aumentam a estabilidade "pressao de hidratagado" ou "repulsao hidrofilica" (NEL et.
al., 2009; LABILLE & BRANT, 2010). Contudo, a desidratagao rapida e a agregagao
ocorrerao se a afinidade relativa de duas superficies que interagem com as
moléculas de agua for muito menor do que entre as proprias moléculas de agua -
uma "atragao hidrofébica" ou "efeito hidrofébico" (KIM et.al., 2007). Muitos 6xidos
metalicos hidrolisam na presenga de agua para formar camadas de hidroxido na
superficie. Os grupos de hidroxilo (-OH) polares podem fazer com que a superficie
atraia e absorva fisicamente uma unica ou varias camadas adicionais de moléculas

de agua polar, o que confere um carater hidrofilico ao 6xido. Em pH baixo, as
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superficies de hidréxido absorvem os protons e tornam-se carregadas
positivamente, enquanto que em pH alto, a dessor¢ao de prétons induz uma carga
superficial negativa (LABILLE & BRANT, 2010). Portanto, os resultados de DLS
observados podem ter sido influenciados pela composi¢cdo dos meios de dispersio.

No presente estudo, as avaliagbes por espectroscopia de infravermelho
confirmam que TiO,NP apresentam carater hidrofilico, em razdo da presencga da
banda 3427 cm™ indicando a interacdo de hidrogénio dos grupos OH com a
superficie do dioxido de titanio, formando varias camadas de moléculas de agua.

Os valores mais préximos de + 30 mV de Potencial Zeta (SAPSFORD et
al.,, 2011) nos diferentes meios testados é devido a composicao de ions nos
diferentes meios (MURDOCK et. al., 2008; HORIE, et. al., 2009). O meio de cultura é
constituido de sais minerais aniénico e catiénico (VAN DER VALK et. al., 2010) além
de proteinas, vitaminas e horménios. De acordo com a interacdo das NPs com
esses constituintes através das forgas eletrostaticas e Van der Waals (NEL et. al.,
2009) o Potencial Zeta, o qual mede a carga superficial média da superficie da NP,
apresentara valores estaveis ou ndao. No presente estudo, a adicdo de SFB refletiu
na diminuicdo dos valores de Potencial Zeta. Logo, os componentes do SFB devem
estar interagindo por afinidade eletrostatica com os sais minerais disponiveis no
meio de cultura.

Os resultados da AFM indicam que as TiO;NPs apresentam diferentes
tamanhos e formas, no qual corroboram com os resultados do DLS, onde em
diferentes meios (agua destilada, meio cultivo com ou sem SFB) apresentaram
heterogeneidade da distribuicdo dos tamanhos em todas as dispersdes analisadas.
As diferentes formas geométricas das TiO,NP podem implicar em diferenciadas
influéncias destas sobre a célula sendo capaz de agir em varias vias metabdlicas
celulares (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016).

As TiO,NPs utilizadas sdo materiais de referéncia disponibilizadas pela
Unido Europeia (JRCNMO01001a). Apesar da padronizagdo da sintese, de modo a
apresentarem caracteristicas uniformes, foi observado a partir da analise de AFM
das TiO;NPs, a presenga de NPs com diversos tamanhos e formas. A forma da NP
pode influenciar na toxicidade, visto que algumas formas, como a esfero-cilindrica,
exibem uma maior capacidade de translocacdo dentro das células do que as
esféricas, piramidais, cubicas e conicas (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Pelo

motivo da forma sugestionar a interacdo NP-célula, a variedade de formas
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observadas das TiO,NPs pode implicar em diferentes influéncias destas sobre a
célula podendo agir em varias vias metabdlicas celulares.

No presente estudo, as analises microscopicas revelaram que na
concentragdo de 10 ug/mL de TiO,NP ocorreu uma mudanga na morfologia de
ambos modelos celulares testados, bem como a formagéo de agregados de TiO,NP
no meio de cultura nas concentracdes de 5 e 10 yg/mL. Com base na literatura, as
células de fibroblasto bovino quando analisadas em microscépio de luz sao bipolares
ou multipolares, com forma alongada, enquanto as células CHO possuem formato
poligonal e com dimensdes mais regulares (FRESHNEY, 2015). A partir desses
parametros relatados na literatura e os visualizados no grupo controle, nota-se
mudancas da morfologia quando se compara a area delimitada pelas células do
grupo controle com o grupo de 10 pg/mL. A mudanca na morfologia na maior
concentracdo pode ser devido a presenca de agregados, uma vez que um dos
determinantes criticos para a toxicidade € a agregacao (SHALIGRAM & CAMPBELL,
2013) em razéo da forga mecanica que os agregados acabam exercendo sobre as
células (NEL et. al., 2009).

Com base no ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT, a
exposicao as TiO:NPs por 24h nao afetou a viabilidade das células CHO nas
maiores concentragdes (1, 5 e 10 yg/mL; P>0,05). Contudo, a proliferagdo celular
em baixa concentragdo de TiO,NPs (0,1 pg/mL; P<0,05) foi maior quando
comparada ao grupo controle. Em contrapartida, a exposi¢do das células de
fibroblastos bovinos as TiO;NPs nao afetou a viabilidade celular em nenhuma das
concentragdes testadas (P>0,05).

O contato entre as células e as NPs resultam de caracteristicas
intrinsecas dos NMs, como carga de superficie e tamanho. As TiO;NP na
concentragdo de 0,1ug/mL exibiram tamanho médio de 20 nm em meio de cultivo
suplementado com SFB, assim, estariam com suas superficies livres para interagir
com as células. As NPs com pequeno tamanho apresentam maior reatividade
superficial, sendo capazes de interagirem com moléculas biolégicas, como proteinas
(quitinas e ciclinas) e peptideos fosforilados (ZHAO et. al., 2009). Na literatura ha
trabalhos que indicam a influéncia de TiO;NPs na progressdo do ciclo celular
através da modulacéo dos processos de sinalizagdo de uma maneira dependente da
dose e do tempo (HUANG et. al., 2009). A sinalizagdo MEK / ERK é uma importante

via de sinalizacdo que promove a proliferagdo celular e sua desregulagcao pode
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desencadear uma proliferagédo celular descontrolada (HUANG et. al., 2009). As NPs
podem interferir em diferentes vias de sinalizacado e proliferacéo celular, no entanto,
mais estudos sdo necessarios para investigar esses efeitos.

Alguns dos possiveis mecanismo de toxicidade das TiO,NP sdo mediante
a acao das EROs produzidas por esses NMs apds a inducédo de pares de elétrons
sob luz. Os radicais livres produzidos causam peroxidacao lipidica da membrana
celular devido a interagao eletrostatica das NPs com as células, desse modo pode
causar danos nas membranas celulares, entrada e interagdo das NPs com
organelas intracelulares e macromoléculas biolégicas (HOU et. al., 2018). Estudos
prévios demonstraram que a fungdo mitocondrial em células epiteliais de brénquios
humanos (PARK et. al., 2008) e linfocitos periféricos humanos (GHOSH et. al., 2013)
foram afetadas pela producdo de EROs. No entanto, no presente estudo n&do foram
observadas alteragbes na atividade da enzima SOD, o qual neutraliza os anions
superoxido e atua no combate ao estresse oxidativo. Esses achados sugerem que
as TiOoNPs nas concentragdes testadas nao alteraram o estado redox das células
CHO e de fibroblastos bovinos cultivados in vitro.

Na literatura encontram-se alguns relatos sobre outros mecanismos de
toxicidade das TiO,NPs, os quais incluem resposta inflamatéria, apoptose,
genotoxicidade e comprometimento direto dos componentes celulares (FARD et al.,
2015; SONG et al, 2016). Contudo, em alguns ensaios as TiO,NPs mostraram-se
ndo toxicas, como € o caso de um estudo utilizando células de figado de rato. A
exposicao dessas células a 10 e 50 pyg/mL ndo comprometeram a viabilidade celular
(HUSSAIN et. al., 2005). De modo semelhante, 10 ug/cm? de TiO,NPs nao foram
citotoxicas para células epiteliais brébnquicas humanas (BHATTACHARYA et. al.,
2009).

Segundo Virgilio et. al. (2010), o efeito citotoxico das TiO,NPs mostrou
ser dependente da concentracdo e da composigédo, e diferir entre as linhagens
celulares estudadas. Na literatura ha estudo que demonstra que com a aumento da
concentracdo de NPs, a toxicidade diminui (GATOO et. al., 2014). Isso ocorre em
razdo da diminuigao da reatividade quando ha a agregagao das NPs (GATOO et. al.,
2014; NEL et. al., 2009). Esses achados sugerem que a diferenga encontrada no
presente estudo pode estar relacionada as caracteristicas dos tipos celulares
utilizados ou pelo estado de agregacdo das NPs. Logo, mais estudos sao

necessarios para se conhecer quais linhagens de células sdo sensiveis a exposigao
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as TiO2NP, bem como os mecanismos de interacdo das NMs com as células.

As TiO2NPs foram genotdxicas nas menores concentragdes testadas (0,1
pMg/mL e 1 pyg/mL) no tratamento curto e apenas para 1 uyg/mL no tratamento longo
para CHO. Conforme os resultados do DLS, nas concentragdes de 0,1 ug/mL e 1
pMg/mL de TiO2NP exibiram os menores tamanhos hidrodindmico diametro em meio
suplementado. Esse pequeno tamanho permite a manifestagao do efeito nano, em
que particulas com tamanho na escala nanométrica apresentam area de superficie
aumentada, tornando-se mais reativas (NEL et. al., 2009). No tratamento longo a
genotoxicidade poder ser atribuida ao maior tempo de exposicdo, no qual
possibilitou maior tempo de contato e ou internalizagdo das NPs, interferindo em
organelas celulares, como os lisossomos e componentes celulares e genéticos
(ARMAND et. al. 2016). Na hipétese de internalizagao das TiO,NPs um mecanismo
provavel consiste na interacdo das NPs com receptores de endocitose (NEL et. al.,
2009), e posteriormente, as NPs podem estar interagindo por acgao fisica com o
DNA, desestabilizando a estrutura do DNA (KAMATA et al. 2011, ZINCHENKO et al.
2014).

Outros mecanismos de genotoxicidade podem ser atribuidas a
interferéncia das NPs no sistema de reparo do DNA. Danos ao DNA podem ser
reparados por varios mecanismos, incluindo reparo de excisdo de base (BER),
reparo de excisdo de nucleotideos (NER), recombinagdo homdloga e reparo de
juncéo ndo homologo (NHEJ) (MAGDOLENOVA et. al., 2014).

Apenas alguns estudos investigaram a relacdo das NPs ao reparo do
DNA. Segundo Jugan et al. (2011), o qual investigaram o impacto das TiO2NPs no
reparo do DNA em células A549, descobriram que as TiO;NPs danificaram o DNA
simultaneamente e prejudicam o reparo do DNA celular por meio da inativagdo das
vias BER e NER. Além disso, um outro estudo revelou que quando o meio favorece
a diminuicdo de agregados, as TiO2NP tornam-se mais livres para interagirem com
as células, aumentando o numero de células na fase S do ciclo celular (PRASAD et.
al., 2013).

No presente estudo, o ensaio de MTT a indicou que apds a exposi¢ao a
0,1 pg/mL de TiOoNP em CHO houve um aumento na absorbancia, indicando o
aumento na proliferagdo celular. Dessa forma, acredita-se que as TiO,NP, com
maior area superficial disponivel para reagirem, podem estar interagindo com

receptores celulares relacionados a fatores de crescimento (como receptor do fator
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de crescimento epidérmico e integrinas) e regulagdo do ciclo celular (como as
quinases) (HUANG et. al., 2009; MAGDOLENOVA et. al., 2014; PANDEY &
PRAJAPATI, 2017) influenciando na proliferagao celular.

Além disso, segundo Huang et al. (2009) as TiO2NP desregulam a fungao
da proteina PLK1 do checkpoint mitético que controla varios processos durante a
mitose, incluindo a formagéo de anéis contrateis e a citocinese. Portanto, essas NPs
podem induzir a formacao de células aneuploides ou multinucleadas. Desse modo,
acredita-se que nas concentrag¢des onde as TiO,NP estdo mais dispersas influencie
na proliferagdo celular, mas como as vias BER e NER estdo desativadas durante a
divisdo nuclear, os danos nao podem ser reparados. Logo, com o0s possiveis
surgimentos de danos na divisdo nuclear, ha o aparecimento de micronucleos.

No presente estudo a partir dos valores encontrados na quantificagao da
presenga e auséncia de BUD e pontes em 2.000 células binucleadas, percebe-se
que prevalece a presenga de pontes em CHO e BUD em fibroblastos. Dessa forma,
esse valores sugerem que em CHO as NPs causam efeitos clastogénico, ja que a
perda de cromossOmicos acéntricos estao relacionadas com a formacao de pontes
(KIRALY et. al., 2017). No entanto, em fibroblasto bovino as TiO,NPs parecem
estimular a ocorréncia de outro efeito, o efeito aneugénico, em razdo do surgimento
dos BUD estarem relacionados com a perda ou ganho de cromossomos inteiros
(KIRALY et. al., 2017).

Em fibroblastos bovinos apenas no tratamento longo, na concentragéo de
10 pg/mL de TiO2NP, observou-se uma diminui¢do da frequéncia de micronucleos.
Isto, possivelmente, deve-se pelo fato de nessa concentracdo o citoplasma e o
micronucleo serem mais dificeis de visualizar por estarem mais cobertas por
agregados de NPs. No presente estudo, as TiO2,NPs na concentragdo de 10 pug/mL
quando em meio de cultivo suplementado apresentaram alto tamanho
hidrodinamico, bem como a presenga de agregados pela microscopia de luz. Do
mesmo modo o estudo de Di Virgilio et. al. (2010), apresentou redu¢do no numero
de micronucleos nessa concentracdo em razao da dificuldade de visualizar o
citoplasma por apresentar agregados de TiO,NP. Por outro lado, o potencial de
aglomeragcdao das NPs €& uma caracteristica que pode influenciar no seu
comportamento nos sistemas biologicos e impactar na genotoxicidade. Geralmente,
as NPs altamente aglomeradas ndo podem entrar no nucleo e na mitocéndria,

enquanto as NPs que ndo se aglomeram podem ser distribuidos por toda a célula,
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além de apresentarem maior area superficial e reatividade (MAGDOLENOVA et. al.,
2014). Acredita-se que nas concentragdes de 5 e 10 ug/mL as TiO,NP ndo foram
genotodxicas devido a aglomeragéo.

No presente estudo, ambas as células testadas mostraram diferentes
resultados apos exposigcdo as TiOoNPs. Diferentes tipos de células (epiteliais,
conectivas, neurais, macréfagos, entre outros) variam em suas atividades
metabdlicas, receptores da superficie celular, capacidade antioxidante e de
reparagdao do DNA, presenca de diferentes enzimas e horménios (VEVERS & JHA,
2008). Ainda diferentes linhagens celulares variam enquanto as propriedades de
internalizagdo, fagocitose e receptores de membrana (DUSINSKA et. al., 2011;
MAGDOLENOVA et. al., 2014). Portanto, a resposta toxicolégica as NPs depende

do tipo de célula estudado.
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8 CONCLUSAO

De acordo com as condigdes experimentais do presente estudo, as
TiO2NP ndo induziram toxicidade (cito e gentoxicidade) em fibroblastos bovinos
cultivados in vitro. Contudo, para as células CHO apenas a menor concentragao (0,1
pg/mL) alterou a viabilidade celular e aumentou a frequéncia de micronucleos (no
tratamento longo e curto), bem como a concentracdo de 1 pg/mL induziu o aumento

do numero de micronucleo no tratamento longo.
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