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RESUMO

O advento da nanotecnologia e suas aplicacGes em diversas areas decorre do incremento das
propriedades fisico-quimicas que as nanoparticulas apresentam devido a escala nanométrica.
Entretanto essas novas caracteristicas podem desencadear efeitos bioldgicos prejudiciais a
salde e ao meio ambiente destacando a necessidade da avaliacdo da seguranca na utilizagéo
desses nanomateriais. Dessa forma, o presente trabalho analisou os efeitos toxicoldgicos da
nanoparticula de dioxido de titanio (NP TiO>) funcionalizada com carboxilato de sddio (-COO
Na*), de interesse para a indlstria petrolifera, utilizando modelos in vitro e in vivo. A
caracterizagdo fisico-quimica da NP TiO; foi realizada pelos métodos de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS), sendo determinado seu tamanho hidrodindmico, potencial zeta e
indice de polidispersividade (Pdl), Espectroscopia de Infravermelho com Reflexdo Total
Atenuada por Transformada de Fourier (ATR-FTIR) e Microscopia Eletrénica de Varredura de
alta resolucdo (MEV-FEG). Para o modelo in vitro foi utilizada a linhagem de fibroblastos LA-
9 sendo a citotoxicidade avaliada para as concentracdes de 250, 150 e 50 pg/mL através de
ensaio de viabilidade celular (MTT) e analise de morfologia celular ap6s exposicdo a NP TiO>
por 24, 48 e 72h. Também foram avaliados, ap0s exposicdo a NP TiO2 por 24h, producao
intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), producgdo de citocinas IL-6 e TNF no
sobrenadante celular por ELISA e morte celular por citometria de fluxo, bem como a
sobrevivéncia clonogénica apds 7 dias da exposi¢do. J& no modelo in vivo, camundongos Balb/c
foram expostos por via intranasal & NP TiO2 (500, 250, 100 e 50 pg/animal) em 4 doses no
periodo de 14 dias. Ao longo do periodo de exposicdo foram avaliados a ingestdo de racédo e
agua e a variacdo do peso dos animais. Posteriormente foi feita avaliacdo leucocitaria no sangue,
lavado broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade peritoneal (LCP), quantificacdo de citocinas
(INF-¥, TNF, IL-6 e IL-10) no plasma e LBA e anticorpo IgE no LBA por ELISA, avaliacdo
da funcdo hepética (TGO/TGP), pesagem dos pulmdes e andlise histologica dos Orgaos
(encéfalo, pulmdes, coracdo, figado, baco e rins). Nossos resultados demonstraram que a NP
TiO2 possui funcionalizagdo com ligantes de carboxilato de sddio e sugere-se que apresenta
forma cristalina anatase, além de dispersdo heterogénea e tamanho hidrodindmico em torno de
3,5 nm em agua e 2,96 nm em PBS, apresentando aumento para 7,62 nm em meio DMEM
devido ao processo de aglomeragéo. Para a linhagem de fibroblastos LA-9 houve reducéo de
viabilidade celular (250 e 150 pug/mL) dose e tempo dependentes bem como estresse oxidativo
e morte celular por apoptose (150 pg/mL). Para a concentracdo de 150 pug/mL houve uma
possivel recuperacao celular apos a retirada da NP. No modelo in vivo, a NP gerou alteracfes
histopatoldgicas no encéfalo, pulméo, figado e rins dos camundongos Balb/c apds exposi¢cdo
intranasal com 4 doses em um periodo de 14 dias. Para os outros parametros avaliados nédo
foram observadas alteracdes, com exce¢do do aumento de TGO para a concentragao de 250 pg.
Os resultados deste trabalho demonstraram que a NP TiO2 funcionalizada com carboxilato de
sodio apresenta citotoxicidade para a linhagem de fibroblastos LA-9 e toxicidade com
alteracOes histopatologicas para encéfalo, pulméo, figado e rins em camundongos Balb/c,
contribuindo para o conhecimento sobre os efeitos desta NP TiO2 em modelo in vitro e in vivo.
Destaca-se ainda a importancia de anélises em periodos mais longos de exposicdo a fim de
determinar a seguranca na utilizacdo deste nanomaterial.

Palavras-chave: Nanotoxicologia; Dioxido de titanio; Citotoxicidade; LA-9; Inflamacao;
Balb/c.



ABSTRACT

The advent of nanotechnology and its applications in diverse areas is due to the increase in the
physical and chemical properties of nanoparticles because of their nanometric scale. However,
these new characteristics can trigger biological effects that harm health and the environment,
highlighting the need to assess the safety of using these nanomaterials. Therefore, this study
analyzed the toxicological effects of titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NP) functionalized
with sodium carboxylate (-COO-Na+), of interest to the oil industry, using in vitro and in vivo
models. The physicochemical characterization of the TiO> NP was carried out using Dynamic
Light Scattering (DLS), determining its hydrodynamic size, zeta potential and polydispersity
index (Pdl), Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-
FTIR) and High-Resolution Scanning Electron Microscopy (SEM-FEG). For the in vitro model,
the LA-9 fibroblast lineage was used and cytotoxicity was evaluated for the concentrations of
250, 150 and 50 pg/mL using the cell viability assay (MTT) and cell morphology analysis after
exposure to TiO2 NP for 24, 48 and 72 hours. After exposure to TiO2 NP for 24 hours,
intracellular production of Reactive Oxygen Species (ROS), production of cytokines IL-6 and
TNF in the cell supernatant by ELISA and cell death by flow cytometry were also evaluated,
as well as clonogenic survival 7 days after exposure. In the in vivo model, Balb/c mice were
exposed intranasally to TiO2 NP (500, 250, 100 and 50 pg/animal) in 4 doses over 14 days.
Throughout the exposure period, the animals' feed and water intake and weight variation were
assessed. Subsequently, leukocyte levels were analyzed in the blood, bronchoalveolar lavage
(BAL) and peritoneal cavity lavage (PCL), quantification of cytokines (INF-¥, TNF, IL-6 and
IL-10) in plasma and BAL and IgE antibody in BAL by ELISA, evaluation of liver function
(TGO/TGP), weighing of the lungs and histological analysis of the organs (brain, lungs, heart,
liver, spleen and kidneys). Our results showed that NP TiO> is functionalized with sodium
carboxylate ligands and suggests that it has an anatase crystalline form, as well as
heterogeneous dispersion and a hydrodynamic size of around 3.5 nm in water and 2.96 nm in
PBS, increasing to 7.62 nm in DMEM medium due to the agglomeration process. For the LA-
9 fibroblast cell line, there was a reduction in cell viability (250 and 150 pg/mL) dose and time-
dependent as well as oxidative stress and cell death by apoptosis (150 pg/mL). For the 150
pg/mL concentration there was a possible cell recovery after the NP was removed. In the in
vivo model, NP generated histopathological changes in the brain, lungs, liver and kidneys of
Balb/c mice after intranasal exposure with 4 doses over a period of 14 days. No changes were
observed in the other parameters evaluated, with the exception of an increase in TGO at a
concentration of 250 pug. The results of this study showed that NP TiO> functionalized with
sodium carboxylate has cytotoxicity for the LA-9 fibroblast line and toxicity with
histopathological alterations for the brain, lung, liver and kidneys in Balb/c mice, contributing
to knowledge about the effects of this NP TiO2 in in vitro and in vivo models. It is also
interesting to analyze long-term exposure in order to determine the safety of using this
nanomaterial.

Keywords: Nanotoxicology; Titanium dioxide; Cytotoxicity; LA-9; Inflammation; Balb/c.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nanoparticulas e suas aplicacfes

O conceito de nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez em 1959 pelo fisico
americano Richard Feynman, considerado o pai da nanotecnologia moderna. Entretanto,
somente apds 15 anos, em 1974, é que o termo “nanotecnologia” foi utilizado ¢ definido pelo
cientista japonés Norio Taniguchi como o processo de separagdo, consolidacdo e deformacao
de materiais por um &tomo ou uma molécula (BAYDA et al., 2020). Nas ultimas décadas houve
um avanco exponencial no campo da nanotecnologia e muitos produtos que apresentam
nanoparticulas em sua composicdo sdo utilizados em diferentes areas, como na industria
alimenticia, agricola, petroquimica, farmacéutica, construcdo civil, bem como na medicina para
diagnostico e tratamento de doencas (BARANOWSKA-WOICIK et al., 2020; KHALIL M,
JAN BM, TONG CW, 2017; NAJAHI-MISSAQOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2020).

Existem controvérsias quanto a definicdo de nanoparticulas, entretanto a mais aceita é
de que sdo particulas sintetizadas, que apresentam tamanho de 1 a 100 nm (Figura 1) com
propriedades que diferem dos materiais de origem (solido “bulk” ou sélido estendido)
(AUFFAN et al., 2009; NAJAHI-MISSAOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2020). O estudo
dessas estruturas e moléculas em escala nanométrica compreende a nanociéncia e a aplicacao
pratica das mesmas em processos e produtos define o que chamamos de nanotecnologia. Duas
das premissas que definem a nanotecnologia sdo a escala nanometrica, em ao menos um de seus
componentes, e a novidade, ou seja, modificacdes e aprimoramentos em varias propriedades da
particula devido a nanoescala (BAYDA et al., 2020).
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Figura 1 - Escala nanométrica
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As nanoparticulas apresentam maior area superficial por unidade de volume, quando
comparadas as particulas de maior didmetro, o que faz com que a superficie desses
nanomateriais apresente uma grande quantidade de atomos. Essa caracteristica faz com que
essas particulas apresentem propriedades fisico-quimicas muito distintas dos materiais de
mesma composic¢ao que deram origem as mesmas (SHI et al., 2013; ZIELINSKA et al., 2020).
Esse incremento em propriedades Opticas, mecanicas, elétricas e magnéticas faz com que as
nanoparticulas sejam utilizadas em diversas areas da industria e também da medicina (AZAM
A., 2018; HULLA; SAHU; HAYES, 2015; KHALIL M, JAN BM, TONG CW, 2017).

A sintese das nanoestruturas pode ocorrer de maneira geral de duas maneiras distintas:
top-down e bottom-up, que se diferem pelo grau de qualidade, velocidade e custo. Na
abordagem top-down o sélido “bulk” é quebrado para obtenc¢do das particulas de tamanho
nanométrico atraves dos métodos de moagem ou gravura mecanica. Ja na bottom-up a
nanoestrutura é construida atomo por &tomo ou molécula por molécula por métodos fisicos ou
quimicos que podem ser exemplificados pela condensacdo molecular/atbmica ou precipitacdo
quimica/eletroquimica (BAYDA et al., 2020; MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013). Apos a
sintese é possivel entdo realizar a caracterizagdo fisico-quimica da nanoestrutura e determinar
seu tamanho, formato, estrutura cristalina, composi¢do dentre outras caracteristicas (BLEEKER
etal., 2013; TINKLE et al., 2014).

O tamanho que a nanoparticula apresenta esta intimamente ligado as propriedades que
a mesma possui. Quanto menor a particula, maior a concentra¢do de &tomos na sua superficie,

0 que a torna mais reativa. Essa caracteristica se deve as contragdes de rede que favorecem o
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confinamento de elétrons e a existéncia de discretos estados eletrénicos que estdo praticamente
ausentes nas particulas maiores (AUFFAN et al., 2009). Quanto ao tamanho, 0s nanomateriais
podem estar na forma de particulas primarias, aglomerados e agregados. Nas particulas
primarias as ligagdes entre os &tomos ou moléculas sdo bem definidas. Ja nos aglomerados as
particulas interagem entre si por ligacGes fracas e nos agregados essas interages ocorrem por
ligacGes fortes (OBERDORSTER, 2010).

Diversos tipos de nanoparticulas (NP) séo utilizados na inddstria sendo as principais as
metéalicas (ouro e prata), as de 6xido metalico (titdnio e aluminio) e ndo metalico (silica), os
nanotubos de carbono e as particulas magnéticas (ferro) (ARFIN; TARANNUM, 2018). Na
area de armazenamento, producdo e conversao de energia pode-se destacar a utilizacdo das NPs
em nanotubos de carbono nas células solares e em nanocatalisadores para geracdo de
hidrogénio. E ainda, na area de engenharia civil ha grande utilizacdo de nanomateriais que
promovem baixo custo e durabilidade das construcfes. Ja nas areas agricola e ambiental, a
nanotecnologia é utilizada no aumento da produtividade, por exemplo, com a utilizagdo de
nanossensores para monitoramento do solo e deteccdo e controle de pragas, bem como para o
tratamento de agua e controle dos efeitos da polui¢do do ar (DANIYAL; AZAM; AKHTAR,
2018; SALAMANCA-BUENTELLO et al., 2005).

No setor alimenticio, as nanoparticulas sdo utilizadas para pigmentacdo e melhor
absorcédo dos alimentos bem como em nanossensores para deteccdo de contaminantes (ANH et
al., 2022; HE; HWANG, 2016; LI et al., 2019). Também na area de cosméticos as NPs se
apresentam na forma de nanoemulsdes de gel, em cremes e principalmente no protetor solar,
como € o caso das nanoparticulas de titanio (DRENO et al., 2019; HAMEED et al., 2019).

Outra area na qual a nanotecnologia exerce um papel importante é a area da salde,
devido a utilizacdo dos nanomateriais para o diagnostico de doencas, nos sistemas de liberacédo
de medicamentos, como nanoparticulas magnéticas que permitem a liberacéo lenta e controlada
dos farmacos e no monitoramento de alteragdes bioquimicas significativas, como o0s sensores
para deteccdo de glicose e colesterol produzidos a partir dessas particulas de escala nanometrica
(DADFAR et al., 2019; MITCHELL et al., 2021; SALAMANCA-BUENTELLO et al., 2005).

Além de todas essas utilizagdes, as nanoparticulas também se destacam na industria
petroquimica, a qual devido ao aumento da demanda energética, tem buscado métodos mais
eficientes para extracdo do petrdleo e que tenham viabilidade econdmica e ambiental (KONG;
OHADI, 2010). Nesse sentido as NPs auxiliam nos processos de perfuragdo e cimentacdo dos
pogos, bem como na recuperacdo mais eficiente do petroleo (KHALIL M, JAN BM, TONG

CW, 2017; YU et al., 2014). As nanoparticulas de silica, por exemplo, sdo utilizadas para
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reduzir a formacdo de espuma, um subproduto indesejavel durante o processo de extra¢do do
petréleo (YU et al., 2014). Ja as nanoparticulas de titanio podem ser empregadas como aditivos
em fluidos para a perfuracdo de pocos e para melhorar o processo de extracdo
(HENDRANINGRAT; TORSATER, 2015; MAO et al., 2015).

Somente 35 a 50% do petrdleo contido nas rochas é recuperado ap0s extracao primaria
e secundaria. Uma das estratégias utilizada para melhorar a eficiéncia da recuperacgéo é a injecao
de surfactantes, os quais reduzem a tensdo interfacial &gua/éleo aumentando a capacidade de
remocao do 6leo residual contido nos poros dos reservatdrios. Entretanto ha grande adsorcédo
dos surfactantes na superficie das rochas diminuindo a eficiéncia do processo de recuperacao
do petréleo. Além disso, os surfactantes tém alto custo ndo sendo viaveis em termos econémicos
(P. C. CAPLAN et al., 2019). Sendo assim, as nanoparticulas sdo empregadas para auxiliar na
retirada do petr6leo nos nano e microporos das rochas aumentando assim a eficiéncia de

extragdo, conforme mostra a figura 2.

Figura 2 - Extracdo de petroleo utilizando nanoparticulas
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Processo secundario de extracdo de petréleo utilizando nanoparticulas que modificam a interface agua/éleo
facilitando a extracdo do petréleo residual armazenado em nanoporos da rocha.
Fonte: Adaptado de Revista FAPESP 2016 — Pocos de petréleo mais produtivos.

Uma das estratégias para melhorar as caracteristicas das NPs e poder direcionar o seu
uso € a funcionalizacdo, que pode ser realizada através da ligacdo de moléculas organicas ou
inorganicas na superficie da particula (VARANDA et al., 2019). A incorporagdo de ligantes
organicos, como por exemplo a carboxilacdo, ¢ um dos métodos de funcionalizagdo mais
utilizados (KHALIL et al., 2014; MEDEIROS; MACHADO; RUBIM, 2015), o qual torna a
particula mais hidrofilica e, portanto, apresenta melhor dispersdo (HAMILTON et al., 2014).



22

Dessa forma, a empresa Petrobras possui interesse na utilizacdo da nanoparticula de
dioxido de titdnio funcionalizada com carboxilato de sédio estudada neste trabalho, para
utilizacdo na industria petroquimica com o intuito de melhorar a eficiéncia de extracdo do
petrdleo residual bem como para preservagdo e cimentacdo das rochas possibilitando futuras
extracbes (MURTAZA; RAHMAN; AL-MAJED, 2016; SANTRA; BOUL; PANG, 2012).

1.2 Nanoparticulas de didxido de titanio

O titanio (Ti) é um metal que apresenta como caracteristicas ser mais leve que o ferro,
apresentar forca muito préxima a do aco e ter resisténcia a corrosdo, de maneira muito similar
a platina. Além disso, é 0 nono elemento mais abundante da terra. Sua utilizacdo na area
industrial se da principalmente sob a forma de 6xido, cloreto e metal. Dentre os 6xidos de titanio
0S que apresentam maior interesse econdémico séo a ilmenita, o leucoxénio, o rutilo, a anatase
e a perovskita (AMORIM NETO; ALMEIDA, 2017).

A anatase ¢ um dos oxidos de titanio de importantes ocorréncias no Brasil, sendo o
estado de Minas Gerais 0 que apresenta a maior reserva de minério de titanio, ocorrendo
também nos estados da Paraiba, Goiés, Pernambuco e Rio de Janeiro. Ela é conhecida como
octaedrita devido ao habito octaédrico, sendo um éxido trimorfo, ou seja, € uma das trés formas
polimorfas do rutilo e da broquita (Figura 3), cristaliza-se no sistema tetragonal e apresenta-se
na coloracdo castanha no estado natural. Contém de 98,4 a 99,8 % de TiO2, sendo que sua massa
especifica é de 3,9 g/lcm?, sua dureza varia de 5,5 a 6,0 e apresenta brilho adamantino
(AMORIM NETO; ALMEIDA, 2017; MAGALHAES BALTAR et al., 2008).

Figura 3 - Estruturas cristalinas de didxido de titanio
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Representacéo estrutural das formas cristalinas de didxido de titanio - anatase, rutilo e broquita. As esferas verdes
representam o elemento titanio (Ti) e as esferas laranjas representam o elemento oxigénio (O).
Fonte: Adaptado de Vitoreti et al., 2017 — Aplicagdo de Didxido de Titanio em Células Solares.
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O dioxido de titanio (TiO2) é um composto estavel, ndo volatil, bastante insoltvel e tem
um caréter refratario devido a sua baixa condutividade térmica. Também se comporta como
uma molécula anfotera, embora seja mais acida que basica. O TiO; se apresenta como um 6xido
branco de titanio e é bastante estudado devido a sua grande aplicagdo em pigmentos, cosméticos
(protetor solar), em processos de purificagdo de agua, na construgdo civil, em medicamentos
entre outros (ZOCCAL, 2010).

As nanoparticulas de dioxido de titanio (NP TiO2) sdo um dos cinco nanomateriais mais
utilizados na industria e em produtos de consumo nos ultimos anos devido a sua alta atividade
catalitica quando comparada as particulas finas de mesma composi¢do (SHI et al., 2013). Na
area cosmética sao amplamente utilizadas, principalmente em protetor solar, devido a
capacidade de protecdo contra os raios ultravioletas (DRENO et al., 2019). Na indUstria
alimenticia participam dos processos de producdo, processamento e armazenamento de
alimentos, sendo adicionadas em varios géneros incluindo queijos e molhos, leite desnatado,
sorvete e produtos de confeitaria (BARANOWSKA-WOICIK et al., 2020; HERINGA et al.,
2016).

Também sdo utilizadas em sistemas de remocdo de residuos em &gua, devido as
propriedades fotocataliticas, bem como em dispositivos de entrega direcionada de farmacos na
area biomédica (PANDEY; PRAJAPATI, 2018). Na agricultura sdo empregadas em sensores
para avaliar a qualidade do solo e na producéo de pesticidas e fertilizantes contribuindo assim
com melhorias no setor agricola (RAI et al., 2015).

Devido a diversas areas de aplicacdo e aos inimeros beneficios que as nanoparticulas
trazem, tanto para uma grande variedade de produtos como para a sociedade, como resultado
do aprimoramento e direcionamento das caracteristicas da particula, a nanotecnologia é
considerada uma das tecnologias mais promissoras do século 21 (BAYDA et al., 2020). Em
contrapartida, as mesmas caracteristicas que tornam as NPs mais versateis e reativas podem
torné-las também mais bioativas desencadeando toxicidade (SHI et al., 2013).

A bioatividade de uma nanoparticula esta fortemente relacionada as suas caracteristicas,
como tamanho, forma, carga de superficie, composi¢do quimica, solubilidade entre outros, que
variam de uma particula para outra (ZORODDU et al., 2014). Dessa forma é de extrema
importancia a avaliagdo da toxicidade de cada nova nanoparticula sintetizada antes da sua
utilizago, visando a seguranca humana e ambiental (ZIELINSKA et al., 2020).
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1.3 Toxicidade das nanoparticulas

Devido a ampla utilizacdo das nanoparticulas nos ultimos anos, principalmente da NP
de didxido de titdnio, que esta entre as cinco particulas mais usadas em produtos de consumo,
tem crescido o interesse sobre a seguranca na utilizacdo de tais particulas. Para essa finalidade
0s estudos de citotoxicidade e toxicidade sistémica tém se apresentado de grande importancia
(SHI et al., 2013).

N&o ha, até o presente momento, uma legislacdo unificada quanto a seguranga no uso
dos nanomateriais e, dessa forma, diversos paises utilizam agéncias reguladoras especificas.
Nos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug Administration) regulamenta o uso das NPs em
diversos setores como alimenticio, cosmético, farmacéutico e médico para seguranca de
possiveis efeitos tdxicos a populacdo. J& na Unido Europeia a regulamentacdo utilizada é a
mesma dos produtos quimicos que podem apresentar efeitos toxicos, e junto a Agéncia Europeia
de Produtos Quimicos, sdo rotulados a fim de garantir o uso seguro (HUPFFER,
LAZZARETTI, 2019; LIU et al., 2022).

No Brasil ainda ndo ha legislacdo especifica para a seguranca na utilizacdo de
nanomateriais, e dessa maneira 6rgdos ndo governamentais e internacionais norteiam os estudos
de nanotoxicidade indicando as metodologias a serem utilizadas nas pesquisas, como é o0 caso
da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) e normas ISO
(Internacional Organization for Standardization) (GUIDELINE; THE; OF, 2009; HUPFFER,;
LAZZARETTI, 2019).

Diversos estudos demonstram que as NPs apresentam a habilidade de penetrar a
membrana celular, se acumulando nas células e podendo consequentemente induzir
citotoxicidade e genotoxicidade além de toxicidade érgdo-especifica (NAJAHI-MISSAQUI,
ARNOLD; CUMMINGS, 2020).

A citotoxicidade ¢é a capacidade de um material induzir alteracdo metabdlica e toxica
nas células, sendo que essa observacéo é feita com a utilizacdo de modelos distintos, onde se
destaca o cultivo de diferentes linhagens de células em modelos in vitro. Existem pelo menos
dois fatores relatados na literatura que determinam a citotoxicidade de diferentes tipos de
nanomateriais: (1) o fato desses materiais serem internalizados pelas células e (2) a sobrecarga
dos mesmos na superficie celular. Muitos estudos tém demonstrado que a internalizacdo das
nanoparticulas e o excesso das mesmas na superficie da célula, podendo interferir na
comunicacéo intercelular, sdo os principais desencadeadores da citotoxicidade (WANG et al.,
2015).
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Estudos envolvendo macréfagos alveolares e o seu efeito pré-inflamatoério nos pulmdes
tém sugerido que estas células apresentam mecanismos especificos de captacdo dependendo do
tamanho da nanoparticula de TiO> (NP TiOz) e das suas propriedades fisico-quimicas
(SCHERBART et al., 2011). Além disso, as NP TiO2 podem criar poros na membrana celular
sendo possivel desencadear toxicidade devido a um desequilibrio entre os ions intra e
extracelulares, proteinas e outras macromoléculas importantes. Também a formacdo de
complexos entre o0 nanomaterial e as macromoléculas celulares pode alterar a funcdo celular de
maneira adversa (GHOSH; CHAKRABORTY; MUKHERJEE, 2013).

A citotoxicidade via estresse oxidativo foi relatada a partir da utilizacdo de
nanoparticulas de TiO2 de diferentes tamanhos, em fibroblastos e macr6fagos de camundongos
(JIN et al., 2008; ZHANG et al., 2013). Também foi relatado que o estresse oxidativo esta
relacionado com a inducéo de apoptose em hepatdcitos humanos apds a exposicao as NP TiOo,
sendo observado dano secundario ao DNA atribuido a esse estresse oxidativo desencadeado
pela presenga do nanomaterial na célula (SHUKLA et al., 2013). Estudos também relacionam
a producdo de espeécies reativas de oxigénio (EROs), que ativam neutréfilos e macrofagos
durante a inflamacéo, ao tamanho da particula e sua area de superficie (CHEN; YAN; LI, 2014).

Estudos demonstraram ainda que a morte celular causada pela exposicdo as
nanoparticulas de prata esta associada tanto ao mecanismo de necrose quanto ao de apoptose,
sendo que o grau de necrose e apoptose estavam intimamente relacionados ao tempo de
exposicdo, a massa e ao tamanho das nanoparticulas (KUMAR et al., 2015). Portanto os estudos
de citotoxicidade se fazem necessarios na avaliacdo da seguranca em relacdo ao uso de
determinada nanoparticula.

A inflamacéo é considerada um modulador da satide humana, portanto é importante o
conhecimento sobre o efeito que as nanoparticulas tém sobre as células e o funcionamento do
sistema imune (LAPPAS, 2015). Vérios estudos demonstraram que as nanoparticulas sdo
capazes de iniciar uma resposta inflamatdria, além de induzir o estresse oxidativo e desencadear
a apoptose em leucdcitos, bem como alterar 0 metabolismo dos macrofagos e modular a
proliferacdo dessas no sangue (CHEN, 2010; LAPPAS, 2015; LIU et al., 2011). Além disso,
Sherbart e colaboradores (2011) demonstraram que a producéo de citocinas TNF-a e IL-1p em
macrofagos apos exposicdo a diferentes NP de TiO2 além de ser dose-dependente esta
relacionada com o tipo de particula (SCHERBART et al., 2011).

As NP de TiO2 podem ser encontradas nas formas de aerossol, suspensdo ou emulséo,
sendo a inalagdo e a exposicdo dérmica as principais rotas de exposi¢do ocupacional (SHI et

al., 2013). Estudos toxicologicos e epidemioldgicos tém demonstrado que a inalagdo dessas



26

nanoparticulas e sua consequente deposi¢cdo nos pulmdes, causam efeitos adversos para o
organismo principalmente no sistema respiratorio e cardiovascular (SIMKO; MATTSSON,
2010).

Além disso, ha relatos também de efeitos sobre o Sistema Nervoso Central a partir da
inalacdo das NP TiO; (SIMKO; MATTSSON, 2010). Outros estudos sugerem também que
essas nanoparticulas podem ultrapassar a barreira hematoencefalica depois de serem inaladas e
transportadas da cavidade nasal para o cérebro através dos nervos sensoriais olfatorios (LI et
al., 2010; WANG et al., 2008).

Por meio da inalacdo, principal via de exposicdo ocupacional, essas particulas podem se
acumular nos pulmdes induzindo uma resposta inflamatdria que desencadeia 0 processo de
fibrose (YAZDI et al., 2010). Além disso, através do sistema circulatorio as nanoparticulas séo
levadas a outros orgdos podendo também neles se acumular e causar processo inflamatério

prejudicial ao organismo (Figura 4).

Figura 4 - Transporte da NP via corrente sanguinea e possiveis efeitos ao organismo
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Caracteristicas da NP que influenciam no seu transporte via corrente sanguinea para os demais 0rgdos e seus
possiveis efeitos.
Fonte: Adaptado de Sengottiyan et al., 2023 — ACS Nano — DOI: 10.1021/acshano.2¢06977

Huang e colaboradores relataram que a exposi¢cdo as NP TiO2 pode induzir o processo
de fibrose nos rins, que séo 6rgdos que filtram o sangue e concentram os toxicantes presentes
no organismo para a excrecao dos residuos metabolicos (HUANG et al., 2015; KLAASSEN;

WATKINS 111, 2012). Dessa forma, uma concentracdo ndo toxica no plasma pode alcancar
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concentragfes tdxicas nos rins, principalmente nos tabulos renais, contribuindo de maneira
significativa para a suscetibilidade desse 6rgao a lesdo (KLAASSEN; WATKINS 111, 2012).

Em relacdo ao sistema imune, os nanomateriais podem induzir e estimular a producéo
de citocinas pro-inflamatorias pelos linfdcitos T e ainda essas particulas podem se acumular em
orgdos linféides periféricos causando lesbes crénicas no baco devido ao longo periodo de
exposicao (LAPPAS, 2015). Estudos com as nanoparticulas de TiO, mostraram que as mesmas
se acumulam no baco e influenciam na regulacdo de vias que aumentam a producdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) causando efeitos citotoxicos (WANG et al., 2011).

Park e colaboradores observaram uma elevacao significativa nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, que se mostraram dose-dependentes apos a aplicacdo
das nanoparticulas de TiO2 em camundongos pelas primeiras 24 horas e, ap0s a aplicagéo,
permaneceram elevadas durante 14 dias. Também foram observados niveis elevados de
citocinas Thl, como IL-12 e IFN-y, Th2, como IL-4, IL-5 e regulatéria como a IL-10. A
aplicacdo do nanomaterial foi através de administracdo intra-traqueal e foi observado formacao
de granulomas no tecido pulmonar (LAPPAS, 2015; PARK et al., 2009).

Apos a exposicdo a NP TiO; é relatado citotoxicidade via estresse oxidativo que pode
desencadear a morte celular por apoptose, sendo os efeitos toxicos dose e tempo dependentes
além das caracteristicas especificas de cada particula estudada. Além disso as NP também
podem causar alterac@es histopatoldgicas em diversos érgdos, como pele, pulméo, figado, rins,
cérebro e baco de mamiferos, conforme apresentado de maneira resumida na figura 5 (ZHANG,;
LI; YANG, 2015).
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Figura 5 - Potenciais efeitos toxicos das NP TiO2
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Orgéos e sistemas que podem ser afetados pelos potenciais efeitos toxicos das nanoparticulas de TiO, através de
diferentes vias de exposicao.
Fonte: Adaptado de Zhang et al. 2015 - Toxicology of nanosized titanium dioxide: an update

Sendo assim, este trabalho se dedicou ao estudo da citotoxicidade e toxicidade sistémica
da nanoparticula de diéxido de titanio (NP TiO2) funcionalizada com carboxilato de sodio para
a avaliacdo de seus possiveis efeitos toxicos. Como se trata de uma nanoparticula de interesse
industrial é necessario que estudos direcionem se ha riscos na manipulacdo deste nanomaterial.

Na exposicdo ocupacional, o trabalhador é exposto continuamente ao nanomaterial e,
portanto, o ensaio de doses repetidas se faz necessario. Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), os estudos de toxicidade de doses repetidas avaliam o perfil
toxicologico da substancia apds administracdo de mais de uma dose ao longo do periodo,
permitindo avaliar os efeitos tdxicos, identificar 6rgdos alvo, além de efeitos fisioldgicos,
hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos (AGENCIA DE VIGILANCIA SANITARIA,
2013). Para determinar esses efeitos, foi realizada a observacdo dos animais por 14 dias de
exposicao a nanoparticula, para mimetizar o tempo em que os trabalhadores ficam expostos nas

plataformas da industria petrolifera.
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Para avaliagdo da citotoxicidade e toxicidade sistémica dessa NP TiO. foram utilizados
modelos in vitro (fibroblastos LA-9) e in vivo (camundongos Balb/c) ja determinados pela
literatura para esses ensaios (ALVES FEITOSA et al., 2022; BAHAMONDE et al., 2018;
CHAN et al., 2017; GREISH et al., 2019; PEDRINO et al., 2022). Sendo assim, sera possivel
avaliar se a utilizagdo dessas nanoparticulas de TiO> funcionalizadas com carboxilato de sodio
é segura, principalmente para aqueles que irdo manipular esse nanomaterial na rotina do seu

ambiente de trabalho.



30

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, caracterizar e descrever os possiveis efeitos toxicos da nanoparticula de dioxido

de titanio (NP TiO.) funcionalizada com carboxilato de s6dio (-COO"Na*) de interesse para a

industria petrolifera, atraveés de modelos experimentais in vitro e in vivo, por determinacgéo de

citotoxicidade e toxicidade sistémica para analise da seguranca na utilizacdo desse nanomaterial

por seus manipuladores.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizacdo da nanoparticula de TiO2 (NP TiO2) funcionalizada com carboxilato de

sodio, através da andlise de suas caracteristicas morfoldgicas, estruturais e fisico-quimicas.

In vitro:

Avaliar a citotoxicidade em fibroblastos LA-9 apds exposicao a NP TiO» através de:

Ensaio de viabilidade celular;

Anélise de morfologia celular;

Quantificacdo da producdo intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs);
Quantificacdo de citocinas pro-inflamatdrias (IL-6 e TNF) no sobrenadante celular;
Ensaio de morte celular (apoptose/necrose);

Ensaio de clonogenicidade.

In vivo:

Avaliar a toxicidade sistémica em camundongos Balb/c apds exposicéao via intranasal & NP

TiO, através de:

Avaliacdo do consumo de ragéo e agua durante o periodo de exposi¢éo;
Acompanhamento do peso dos animais durante o periodo de exposicao;

Avaliacdo leucocitaria no sangue, lavado broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade
peritoneal (LCP);

Quantificacdo de citocinas (INF-¥, TNF, IL-6 e IL-10) no plasma sanguineo e lavado

broncoalveolar (LBA);
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Avaliagéo da producéo de anticorpo IgE no lavado broncoalveolar (LBA);

Avaliacéo de funcédo hepatica (TGO/TGP);

Pesagem dos pulmdes;

Anadlise histoldgica dos o6rgdos (encéfalo, coracdo, pulmdes, figado, baco e rins) para

avaliacdo de processo inflamatdrio e possiveis alteracGes celulares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao da nanoparticula de dioxido de titanio (NP TiO2)

A nanoparticula utilizada no presente trabalho foi cedida pelo Centro de Pesquisas,
Desenvolvimento e Inovacdo Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES — Petrobras —
Petroleo Brasileiro S.A). Trata-se de uma nanoparticula composta de nucleos de didxido de
titanio (TiOy) sintetizada a partir da forma mineral anatase, sendo que a mesma foi recebida na
forma sélida (p6). Além disso, a NP TiO; foi funcionalizada através de ligantes com grupos
terminais de carboxilato de sédio (-COO™Na®), os quais conferem a NP a caracteristica de
formar uma dispersdo homogénea em agua (pH 4-10) em uma concentracdo de até 40% m/m

de nanoparticula.

3.2 Caracterizacdo da nanoparticula de diéxido de titdnio (NP TiOz)

3.2.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

Esta analise de caracterizacdo através do método de DLS foi realizada no Laboratério
de Nanomedicina e Nanotoxicologia (LNN), do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC) da
Universidade de Sdo Paulo (USP). Através do DLS foi obtido o diametro hidrodindmico da NP
TiO2 funcionalizada com carboxilato de sodio e sua carga superficial foi estabelecida a partir
do potencial zeta. Para o ensaio, a NP TiO foi suspensa (0,2 mg/mL) em &agua ultrapura
(resisténcia > 18 MQ.cm™, sistema de purificagio Mega Purity - Thermo Fisher Scientific,
Waltham - Massachusetts, EUA), em meio de cultivo celular DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium - Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e em
solugéo tampao fosfato-salino (PBS 1x) sendo as amostras avaliadas por meio do espectémetro
Malvern Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK). A suspensdo da NP TiO2 em meio
DMEM suplementado com SFB foi utilizada nos ensaios in vitro e a suspensdo da mesma em
PBS 1x foi utilizada nos ensaios in vivo. O valor do indice de Polidispersidade (Pdl) também

foi descrito.
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3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Reflex&o Total Atenuada por Transformada
de Fourier (ATR-FTIR)

A analise por ATR-FTIR foi realizada para qualificar areas especificas da NP TiO2 bem
como os seus ligantes estruturais. O ensaio foi realizado utilizando-se o equipamento Bruker
Alpha P (Alemanha) equipado com janelas de cristal de diamante de 4 mm? como material
reflexivo. As amostras foram analisadas na fase sélida utilizando uma resolucio de 4 cm™ sendo
consideradas 128 varreduras. Os dados do espectro ATR-FTIR foram analisados pelo software
OMNIC 8.2 (Thermo Fisher Scientific) para determinacdo do comprimento de onda dos picos
encontrados. Esta analise foi realizada no Laboratério de Superficies e Biomateriais, do
Departamento de Engenharia de MetalUrgica e de Materiais (DEMET), da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura de Alta Resolugdo (MEV-FEG)

As microfotografias da NP TiO, foram obtidas através de Microscopia Eletrénica de
Varredura de Alta Resolucdo (MEV-FEG). Esta técnica fornece imagens com elevada
qualidade da morfologia dos materiais, permitindo a observacao da estrutura da NP TiO: e sua
dispersdo. Para esta analise foi utilizado um microscopio (Philips XL-30 FEG — Field Emission
Gun) com ampliacdo de até 50.000x a uma tensao de aceleracéo de 25 kv (quilovolts) com um
detector secundario. Esta analise foi realizada utilizando a NP TiO2 em p06, no Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural (LCE), do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMA), da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

3.3 Experimentos in vitro

3.3.1 Fibroblastos LA-9

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando fibroblastos da linhagem LA-9 obtidos
no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ — codigo 0142). Os fibroblastos LA-9 séo células
aderentes oriundas do tecido adiposo conjuntivo de camundongos (Mus musculus da linhagem
C3H/An). Os estudos foram realizados nesta linhagem celular ja que os fibroblastos sdo células
gue apresentam caracteristicas favoraveis para analises toxicolégicas, como o fato deste tipo

celular ser o principal constituinte do tecido conjuntivo, presente na maior parte dos sistemas e
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6rgdos dos mamiferos (ALLOUNI et al., 2012). Além disso os fibroblastos podem atuar
também no sistema imune e secretar citocinas em condic¢des inflamatorias para ampliar a
imunidade (BUECHLER; TURLEY, 2018).

As células foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich®) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), inativado por calor, e 1% de antibiotico
(estreptomicina/penicilina 0,1 g/L) (LGC Biotecnologia) e incubadas a 37°C em atmosfera de
5% de COz. O repique foi estabelecido de acordo com o crescimento celular e confluéncia de
80 a 90% nos frascos de cultivo tipo T (Kasvi — 75 cm?). Para o desprendimento das células da
superficie dos frascos de cultivo e posterior execugdo dos ensaios ou manutencao celular foi

utilizado tripsina 1x (LGC Biotecnologia) por 5 minutos a 37°C.

3.3.2 Ensaio de viabilidade celular — Teste do MTT

A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil) -2,5-difeniltetrazélio) o qual se apresenta como um ensaio colorimétrico por
meio do qual é possivel a avaliacdo da atividade das desidrogenases mitocondriais presentes
em células vidveis (MOSMANN, 1983). Para o ensaio os fibroblastos LA-9 foram cultivados
em placas de 96 pocos na densidade de 6x10° células/pogo e incubados & 37°C em atmosfera
de 5% de CO2. Ap6s 24h de incubacéo para aderéncia celular, os fibroblastos foram expostos a
NP TiO dispersa em meio DMEM nas concentrag@es de 250, 150 e 50 pg/mL por 24, 48 e 72
horas. Para o controle positivo as células foram expostas a solucdo de Extran 5% (Merck) e
para o controle negativo as células foram cultivadas somente com o meio de cultivo DMEM.

Apo6s 0s tempos de exposicao o sobrenadante celular foi removido, a placa foi lavada 3
vezes com PBS 1x e entdo foram adicionados 100 uL da solucdo de MTT (Sigma-Aldrich®) a
0,5 mg/mL em meio DMEM, sendo as placas incubadas nas mesmas condicdes estabelecidas
por 4 horas ao abrigo de luz. Ap6s esse periodo, o sobrenadante foi novamente removido e
adicionou-se 100 pL de DMSO (Dimetilsulfoxido — Synth) sobre as células para a solubilizagéo
dos cristais de formazan gerados durante a reacdo e que apresentam coloragao roxa.

A leitura de absorbancia (densidade Optica) foi realizada em espectrofotdmetro de placas
(Multiskan GO - Thermo Fisher Scientific) em comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade
celular (%) foi calculada considerando-se a média do grupo controle negativo como 100%. A
média da absorbancia do grupo exposto a NP TiO> foi dividida pela média da absorbancia do
grupo controle negativo e multiplicada por 100. Foram realizados trés experimentos

independentes em quadruplicata.
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3.3.3 Anélise de morfologia celular

Para a andlise das caracteristicas morfologicas dos fibroblastos LA-9 durante a
exposicdo a NP TiO-, as células foram cultivadas em placas de 96 pocos na densidade de 6x10°
células/pogo e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO». Apds 24h de incubacdo para
aderéncia celular, os fibroblastos foram expostos & NP TiO2 nas concentragdes de 250, 150 e
50 pg/mL por 24, 48 e 72 horas. Para o controle positivo as células foram expostas a solucao
de Extran 5% (Merck) e para o controle negativo as células foram cultivadas somente com o
meio de cultivo DMEM. Ap6s a exposi¢cdo as diferentes concentracbes de NP TiO2, as
microfotografias para observacdo da morfologia dos fibroblastos foram obtidas por meio de
microscopio Optico invertido (Zeiss) em aumento de 100x, utilizando o software Future

WinJoe™. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

3.3.4 Ensaio de producdo intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A producdo intracelular de EROs foi avaliada pelo método descrito por Wan e
colaboradores em 1993 (WAN; MYUNG; LAU, 1993) utilizando-se a sonda de fluorescéncia
DCFH-DA (2’ 7'-Dichlorodihydrofluorescein  Diacetate —  Diacetato de 2°,7’-
Diclorodihidrofluoresceina) a qual € um composto estavel e lipofilico que atravessa a
membrana celular. No interior da célula as esterases clivam o0s grupos acetatos produzindo o
DCFH (2’,7’-Diclorodihidrofluoresceina) que devido & sua polaridade fica contido no
citoplasma. Por meio da oxidacgéo celular o DCFH é oxidado formando o produto fluorescente
DCF, o qual € proporcional a capacidade oxidativa da célula (WAN; MYUNG; LAU, 1993).

Em placas pretas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano os fibroblastos LA-9
foram cultivados na concentragdo de 1x10* células/poco dispersas em meio DMEM. As placas
foram incubadas em estufa sob tensdo constante de 5% de CO» a 37°C por 24 horas para
aderéncia celular. Apos esse periodo, as células foram expostas as diferentes concentracdes da
NP TiO2 (250, 150 e 50 pg/mL) dispersas em meio DMEM sem fenol por 24 horas. Foram
realizados controle negativo (utilizando somente DMEM sem fenol) e o controle positivo foi
feito com solucdo de H2O2 (perdxido de hidrogénio) na concentracdo de 0,1 mM diluido em
meio DMEM sem fenol pelo periodo de 30 minutos antes da adi¢do da sonda de fluorescéncia.
Também foram feitos brancos, somente contendo meio de cultivo e com meio de cultivo + NP
TiO2 para cada uma das concentracbes, para se excluir possiveis interferéncias da

autofluorescéncia da nanoparticula na leitura.
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Apo6s o tempo de exposicdo a NP o sobrenadante foi removido e os pogos foram lavados
2 vezes com solugdo PBS 1x. Adicionou-se entdo sobre as células a solugdo de 100 uM da
sonda DCFH-DA (Sigma-Aldrich®) diluido em meio DMEM sem fenol e sem SFB, sendo a
placa incubada ao abrigo de luz por 30 minutos. Apos esse periodo, o sobrenadante foi
removido e os pogos foram lavados trés vezes com solugdo PBS 1x para eliminar o DCFH-DA
que ndo penetrou nas células. Apds a lavagem adicionou-se 100 uL/pogo de PBS 1x ¢ foi feita
a leitura de fluorescéncia em leitora de microplacas (Spectra MAX i3 - Molecular Devices) em
485-530 nm.

A porcentagem de producdo intracelular de EROs nos grupos experimentais foi
calculada usando a média de emisséo de fluorescéncia do grupo exposto a NP TiO: dividida
pela média de emissdo do grupo controle negativo e multiplicada por 100. Foram realizados

trés experimentos independentes em quadruplicata.

3.3.5 Quantificacdo de citocinas pro-inflamatorias no sobrenadante celular — Ensaio de

imunoabsorc¢do enzimatica — ELISA

Para a quantificag&o das citocinas pro-inflamatorias IL-6 (Interleucina 6) e TNF (Tumor
Necrosis Factor — Fator de Necrose Tumoral) foi realizado o ensaio imunoenzimatico ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Os fibroblastos LA-9 foram cultivados em placas de
96 pocos na densidade de 1x10* células/pogo e incubadas & 37°C em atmosfera de 5% de COs.
Apbs 24h de incubacdo para aderéncia celular, os fibroblastos foram expostos a NP TiO2 nas
concentragdes de 250, 150 e 50 pg/mL por 24 horas. Apds o tempo de exposicao o sobrenadante
celular foi coletado.

A quantificacdo das citocinas IL-6 e TNF foi realizada segundo as instrucées dos Kits
de ELISA utilizados (BD Biosciences). Inicialmente foi realizada a sensibilizacdo das placas
com 100 pL/pogo de solugdo contendo 0 anticorpo monoclonal de captura (anticorpo primario)
anti cada citocina, diluido em tampéo carbonato 0,1 M - pH 9,5 para IL-6 e em tamp&o fosfato
0,2 M - pH 6,5 para TNF. As placas foram entdo incubadas por até 18 horas a 4°C. Apds este
periodo foi realizada a lavagem das placas, por 3 vezes com 300 uL/pogo de solugdo de lavagem
(PBS 1x + Tween 20 a 0,05%, pH 7,4). Posteriormente a lavagem foram acrescentados 200
uL/pogo de solugao bloqueio (PBS 1x + albumina 1%) para blogquear os sitios de ligacdes
inespecificas, sendo as placas incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Entdo, as placas
passaram pela etapa de lavagem novamente e foram adicionados na placa 50 pL/poco das

amostras do sobrenadante celular (pool de cada concentragdo em triplicata para cada
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experimento) e 50 uL/pogo da curva padrdo recombinante de cada citocina, sendo a placa
incubada por 2 horas em temperatura ambiente.

Apos o periodo de incubacao, foi realizada nova etapa de lavagem das placas e em
seguida foram adicionados 100 uL/pogo do anticorpo de deteccdo (anticorpo secundario
biotinilado) anti cada citocina com a enzima conjugada estreptavidina — HRP (Horseradish
Peroxidase), sendo as placas incubadas por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz. Apos este periodo, as placas foram lavadas e aplicou-se ao abrigo de luz, 100
uL/pogo do substrato (solucdo 1:1 de tetrametilbenzidina - TMB e peroxido de hidrogénio -
H.0.) e as placas foram incubadas, ainda ao abrigo de luz, de 15 a 30 minutos
aproximadamente. Em seguida, a reacdo foi bloqueada com a aplicagdo de 50 uL/pogo de acido
sulfarico (H2S04) 2 N. A leitura de absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 450
nm, utilizando o leitor de placas MultiSkan Go (Thermo Fisher), sendo as concentracfes
calculadas em pg/mL a partir da curva padrdo de cada citocina. Foram realizados trés

experimentos em triplicata.

3.3.6 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

Para avaliagdo do mecanismo de morte celular foi realizada a analise por citometria de
fluxo utilizando o kit de deteccdo PE Anexina V (BD Biosciences), o qual utiliza os marcadores
PE Anexina V (Anexina V conjugada ao fluorocromo PE - Phycoerythrin — Ficoeritrina) e
7AAD (7-Aminoactinomycin D — 7-Aminoactinomicina D) para determinacdo da morte celular
por necrose ou apoptose nos estagios inicial ou tardio. Células apoptéticas expressam a
fosfotidilserina (PS — Phosphatidylserine) a qual possui alta afinidade a anexina V conjugada
ao PE e quando as células estdo em apoptose tardia as mesmas perdem a integridade da
membrana celular, assim como as células necrdticas, e se tornam permeaveis ao corante vital
7AAD, que é um intercalador de DNA (ZIMMERMANN; MEYER, 2011).

Para o ensaio os fibroblastos LA-9 foram cultivados em placas de 24 pocos na densidade
de 1x10° células/pogo e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Ap6s 24h de incubagéo
para aderéncia celular, os fibroblastos foram expostos a NP TiO2 nas concentrac¢@es de 250, 150
e 50 pg/mL por 24 horas. Para o controle positivo foram adicionados 500 pM/pogo de
Camptotecina (Sigma-Aldrich®). Apos o tempo de exposicdo a placa foi centrifugada por 10
minutos a 1500 rpm e a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido. Esse ciclo repetiu-
se por 2 vezes e teve como finalidade ndo haver perda das células mortas que consequentemente

ndo estariam aderidas na placa de cultivo celular. Entéo, aplicou-se 200 pL/poco de tampéo de
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ligacdo (kit) e adicionou-se 1 pL/poco de cada um dos marcadores, evitando luz direta sobre a
placa, da seguinte forma: 7AAD + PE Anexina V para 0s grupos expostos a NP TiOz e no grupo
controle de células vidveis e somente PE Anexina V para 0 grupo controle positivo com
Camptotecina. As placas foram entdo incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz.

Posteriormente, a placa foi centrifugada por 10 minutos, a 1500 rpm e a 4 °C. O
sobrenadante foi removido e aos pogos foram adicionados 300 pL de tampéo de ligacdo. Por
fim, as células foram removidas dos po¢os com auxilio de um raspador de células (cell scraper)
e transferidas para microtubos que foram mantidos no gelo até o momento da anélise no
citbmetro de fluxo (Accuri™ C6 - BD Biosciences) localizado no Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN), no Departamento de Gerontologia (DGero) da Universidade
Federal de So Carlos (UFSCar), sob responsabilidade da Prof.2 Dra. Marcia Cominetti.

Para o controle de células mortas, apds aplicar 200 puL/poco de tampéo de ligacdo, 0s
fibroblastos foram cuidadosamente removidos dos po¢os com auxilio do raspador de células e
foram transferidos para microtubos e aquecidos a 80 °C, através de banho seco, por 2 horas.
Apos resfriamento, foram adicionados os marcadores: 1 pul/poco de 7AAD (para os controles
de 7AAD) e 1 uL/poco de PE Anexina V (para os controles de PE Anexina V) sendo os
microtubos incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apds esse
periodo, os microtubos foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm e a 4°C. Entdo o
sobrenadante foi removido e adicionou-se 300 uL de tampé&o de ligagdo, sendo os microtubos
mantidos no gelo. Também foi realizado controle negativo de células sem adi¢do de marcadores
que foi utilizado para calibrag&o do equipamento.

A andlise no citdmetro de fluxo foi realizada considerando-se 10.000 eventos por gate
e utilizando o software FlowJo™ versdo 10 (BD Biosciences). Os dados foram demonstrados
num representativo em dot plot no qual cada quadrante (Q) representa respectivamente: Q1 —
células necroticas (PE - / 7AAD +), Q2 — células em apoptose tardia (PE + / 7TAAD +), Q3 —
células viaveis (PE - / 7TAAD -) e Q4 — celulas em apoptose inicial (PE + / 7AAD -). Foram

realizados dois experimentos independentes em quadruplicata.
3.3.7 Ensaio de Clonogenicidade
O ensaio clonogénico foi realizado para observacao de possiveis efeitos citotoxicos aos

fibroblastos LA-9 num periodo maior ap6s as 24h de exposicdo a NP TiO,. Este ensaio foi

descrito pela primeira vez em 1956 (PUCK; MARCUS, 1956) e permite observar a integridade
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reprodutiva celular, ou seja, se a célula ap6s a exposicdo a determinado agente é capaz de se
dividir e produzir um grande ndmero de progénie (colnia), ndo se limitando a uma ou duas
mitoses somente (FRANKEN et al., 2006; MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005).

Para o ensaio os fibroblastos LA-9 foram cultivados em placas de 6 po¢os na densidade
de 100 células/poco e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO». Ap6s 24h de incubacao
para aderéncia celular, os fibroblastos foram expostos a NP TiO2 nas concentra¢@es de 250, 150
e 50 pg/mL por 24 horas. Para o controle negativo as células foram cultivadas somente com o
meio de cultivo DMEM. Apos o periodo de exposic¢éo, o sobrenadante celular foi descartado e
a placa foi lavada 3 vezes com PBS 1x. Adicionou-se entdo meio DMEM fresco e suplementado
com 10% de SFB e as placas foram incubadas nas mesmas condigoes.

Apds 7 dias, as células foram fixadas com 1 mL/po¢o de metanol (CH3OH - Synth)
gelado por 5 minutos. O metanol foi entdo removido e adicionou-se 1 mL/poco de solucdo de
cristal violeta (C24H28N3CI — 0,1% - Synth) por 1 minuto para coloracdo das coldnias celulares.
Apos esse periodo, o cristal violeta foi removido e os pogos foram lavados com &gua destilada
para que a coloracdo de fundo fosse removida e apenas as col6nias celulares permanecessem
coradas. Os pocos foram entdo fotografados e as colénias foram contadas utilizando o software
ImageJ 1.53a. (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).

Para analise dos resultados foi considerado a Eficiéncia de Plaqueamento (Platting
Efficiency - PE) e a Fracdo de Sobrevivéncia (Survival Fraction - SF). Onde PE € a porcentagem
de células plagueadas que efetivamente formaram coldnias visiveis e SF corresponde a
porcentagem de células que formaram col6nias apos a exposicdo a NP. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata. Os calculos foram realizados utilizando as seguintes

férmulas:

o n® de colbénias formadas
PE (Eficiéncia de plaqueamento) = - — x 100
n° de células semeadas inicialmente

. . PE médio dos grupos experimentais
SF (Fragdo de Sobrevivéncia) = — - x 100
PE médio do controle negativo
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3.3.8 Resumo grafico do delineamento experimental in vitro
O resumo grafico do delineamento experimental in vitro, contendo a linhagem celular,
0s ensaios realizados bem como as concentracdes da NP TiO2, o tempo de exposicdo e de

analise, pode ser observado na figura 6.

Figura 6 - Delineamento experimental in vitro
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Fonte: Elaborado pela autora em BioRender.com

3.4 Experimentos in vivo

O delineamento experimental in vivo se pautou nas recomendagdes dos Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Carlos, sob parecer n°® 9954280318 (Anexo A e B).
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3.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémea da linhagem Balb/c com idade entre 8 e 10
semanas, pesando de 18 a 22 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de S&o
Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto. Esses animais apresentam o certificado Specified
Pathogen Free - SPF, 0 que garante que 0s mesmos s&o livres de patdgenos. Todos os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e Patologia da Universidade
Federal de Sdo Carlos (DMP - UFSCar), sendo alocados em isoladores ventilados (20 trocas de
ar/hora - ALESCO) com livre acesso a &gua e racao para roedores, sob ciclo claro/escuro de 12
horas e temperatura entre 20 e 24°C. Somente apds o periodo de ambientacdo dos animais, em

torno de 2 a 3 semanas, € que se iniciaram 0s experimentos.

3.4.2 Exposicdo a nanoparticula de TiO2

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos contendo 6 animais em
cada grupo para o protocolo experimental de 14 dias: grupo controle negativo (C -) que néo foi
exposto a NP e recebeu somente PBS 1x estéril, solugdo na qual a NP foi dispersa (G1); grupo
exposto a 500 pg da NP TiO2 (G2); grupo exposto a 250 pg da NP TiO: (G3); grupo exposto a
100 pg da NP TiO2 (G4) e grupo exposto a 50 ug da NP TiO2 (G5). A via de exposicao a NP
foi a intranasal (ilustrada na figura 7), por ser tratar de uma NP em p0 e por esta via permitir
gue a NP passe pela cavidade nasal e, dessa forma, na regido olfativa, ha a possibilidade da
mesma ser transportada para o sistema nervoso central (ERDO et al., 2018) permitindo avaliar
o potencial efeito neurotdxico ja relatado para outras nanoparticulas de TiO2 (SONG et al.,
2015).

A exposicdo foi realizada em quatro doses, considerando a exposi¢do no ambiente de
trabalho da industria petrolifera: 1° dia, 4° dia, 8° dia e 12° dia. Em cada uma das doses, foi
aplicado a quantidade estabelecida da NP TiO. para cada grupo experimental (500, 250, 100 e
50 pg) suspensa em PBS 1x estéril, sendo aplicado 40 pL de solu¢do por animal. Foram
realizados dois experimentos independentes, totalizando um n = 12 animais para cada grupo
experimental, para avaliagdo da reprodutibilidade dos dados, sendo utilizado um unico lote da
NP TiO2 em ambos os experimentos para determinar suas variabilidades de forma segura e com

intervalo de confianca.
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Figura 7 - Via intranasal

lHustracéo da via intranasal, utilizada para a exposi¢do a NP TiO..
Fonte: Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério do Biotério de Produgdo e
Experimentacdo da FCF-1Q/USP (2013)

3.4.3 Consumo de racdo e agua e verificacdo do peso dos animais durante a exposi¢cao a
NP TiO2

Durante o periodo de exposicdo a NP foram investigados sinais indicativos de
toxicidade sisttmica nos animais, tais como alteracGes no consumo de ragéo e dgua e variagdo
no peso. A avaliacdo do peso corporal foi realizada no inicio do protocolo experimental, apds
7 dias e ao término da exposicdo a NP TiO2 (dias 1, 7 e 14). Ja a quantidade de racdo e o volume
de agua consumido pelos diferentes grupos experimentais foram mensurados durante o periodo
de exposicdo da seguinte maneira: no 1° dia de experimentacdo foram disponibilizadas
quantidades definidas de racdo (100 g) e de 4gua (300 mL) e nos dias de limpeza dos isoladores
dos camundongos (2 vezes por semana) as quantidades de racdo e agua foram repostas e

registradas para os célculos de consumo.

3.4.4 Avaliacgao leucocitaria no sangue, lavado broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade
peritoneal (LCP)

No 14° dia os animais foram previamente anestesiados por meio de inalagdo por
Isoflurano (BioChimico) e a coleta de sangue foi obtida por meio de punc¢édo da veia braquial
esquerda utilizando-se EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid - Acido etilenodiamino tetra-
acetico) como anticoagulante na concentracdo final de aproximadamente 0,3 M. O plasma,
utilizado nos ensaios de funcdo hepética (TGO e TGP) e quantificacdo de citocinas (ELISA)

foi obtido apds a centrifugacdo do sangue total, a 1500 rpm por 15 minutos. Apos a coleta de
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sangue, os animais foram eutanasiados por sangria total para coleta dos lavados (LBA e LCP)
e retirada dos 6rgdos. Na recuperacao do LBA e do LCP utilizou-se respectivamente 1 mL e 3
mL de PBS, contendo 0,5% de citrato de sodio (PBS/Citrato).

Para a contagem do numero global de leucdcitos, o sangue e os lavados foram diluidos
(1:20) em solucgdo de Turk (&cido acético 3% e azul de metileno 1%) e a contagem foi realizada
em camara de Neubauer, obtendo-se o niimero de leucécitos por milimetro clibico (mm?). Para
a contagem diferencial dos leucécitos foram feitas laminas de esfregaco sanguineo e laminas
realizadas em cytospin (Serocito® modelo 2400) em rotacdo de 1500 rpm durante 3 minutos.
As laminas foram coradas utilizando o kit Panético Rapido (Laborclin) e a contagem foi feita
através de microscépio optico (Nikon YS2) em aumento de 1000x.

3.4.5 Quantificacdo de citocinas no plasma sanguineo e lavado broncoalveolar (LBA) e

anticorpo IgE no LBA — Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica — ELISA

A partir do plasma e do LBA dos animais foram quantificadas as citocinas INF-¥
(interferon-gama), TNF (Tumor Necrosis Factor - Fator de Necrose Tumoral), I1L-6
(Interleucina 6) e IL-10 (Interleucina 10). No LBA foi realizada também a deteccdo de
anticorpos IgE (Imunoglobulina E), ja que é relatado o aumento da producdo deste anticorpo
no LBA ap6s exposicdo a nanoparticulas de TiO2 por meio de instilacdo intraqueal (LAPPAS,
2015; PARK et al., 2009). Todo o procedimento foi realizado de acordo com as instrucdes do
fabricante (BD Biosciences) conforme descrito no item 3.3.5. As amostras foram analisadas em

triplicata a partir de um pool/grupo. Foram realizados dois experimentos independentes.

3.4.6 Anélise de funcao hepatica por meio da Transaminase Glutamico Oxalacética (TGO)

e Transaminase Glutamico Piravica (TGP)

Em busca de possiveis alteracGes na funcéo hepatica dos animais apds exposicao a NP
TiO, foi realizada a quantificacdo das transaminases oxalacética e pirdvica. O procedimento
foi realizado de acordo com as instrucGes do fabricante (LabTest) com pequenas modificagdes
para otimizacdo da quantidade de amostra utilizada. Trata-se de um ensaio colorimétrico que
mede de maneira indireta as enzimas transaminases TGO e TGP a partir da producéo de
oxalacetato e piruvato respectivamente, que em meio alcalino produzem cor.

Primeiramente, foram adicionados 100 pL da solugdo TGO substrato ou de TGP

substrato em tubos de ensaio devidamente identificados. Os tubos foram incubados em banho-
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maria, a 37°C. Apds 2 minutos, foram adicionados 20 puL de amostra (plasma dos animais), e
realizou-se nova incubagdo em banho-maria (37°C) por 60 minutos, para teste de TGO, e
incubacdo de 30 minutos para teste TGP. Posteriormente, foram adicionados 100 uL do
reagente de cor e incubou-se por 20 minutos em temperatura ambiente. Apos esse periodo,
adicionou-se 1 mL da solugdo de NaOH (0,4 mol/L) e aguardou-se 5 minutos. Ao final, foram
transferidos 300 pL da solugdo contida nos tubos de ensaio para placas de microtitulacdo de 96
pocos. A leitura foi realizada em espectrofotémetro de placas (MultiSkan Go) no comprimento
de onda de 505 nm. Os calculos das concentracdes (unidades/mL) de TGO e TGP, foram
realizados a partir da curva de calibragdo. Foram realizados dois experimentos independentes

com analise individual para cada animal dos grupos e em triplicata.

3.4.7 Coleta de 6rgéos: pesagem dos pulmdes e analise histologica

Os 6rgéos colhidos durante a necropsia de cada animal experimental foram: encéfalo,
coracdo, pulmdes, figado, baco e rins; os mesmos foram previamente lavados em solucédo PBS
1x e cuidadosamente secos em papel toalha. Os pulmdes dos camundongos de cada grupo
experimental foram pesados em balanca semi-analitica. A fixacéo dos tecidos foi realizada com
formol tamponado 10% (48h) e apds, mantidos em alcool etilico 70%. Trés amostras teciduais
de cada grupo experimental foram selecionadas e as mesmas foram conduzidas para o
processamento histoldgico de rotina, que consistiu de etapas de desidratacdo dos tecidos
seguido de etapa de clareamento com xilol. Posteriormente, os tecidos foram mantidos em
parafina (60°C) por 4 horas e por fim, foram incluidos em blocos de parafina e seccionados em
cortes de 5 um, através de um micrétomo. As laminas foram coradas com HE (Hematoxilina-
Eosina).

O processamento histologico dos tecidos pertencentes ao primeiro experimento, foi
realizado pela técnica Ana Maria da Rocha do Laboratério de Citopatologia, do Departamento
de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da
Universidade de Sdo Paulo (USP), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Edson Soares Garcia. Ja
0 processamento histoldgico dos tecidos pertencentes ao segundo experimento foi realizado no
laboratdrio de Patologia, do Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar). A leitura de todas as laminas histopatoldgicas foi realizada
pela médica veterinaria patologista Dra. Mayara Caroline Rosolem (PatoVet — Laboratério de
Patologia Veterinaria), em um microscopio binocular éptico da marca Opticam (modelo

0400S), na objetiva de 40x. Para cada um dos experimentos foram colhidos trés fragmentos
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oriundos de trés 6rgdos integros (colhidos as cegas e analisados em sua totalidade). A leitura
buscou verificar focos de processo inflamatorio, processos degenerativos celulares e necrose.

As laminas foram escaneadas no Pannoramic Desk, da 3D Histech, que é um
Equipamento Multiusuéarios (EMU) da FAPESP (2014/50256-4), localizado no Laboratorio de
Imunologia Aplicada, do Departamento de Genética e Evolugdo (DGE) da Universidade
Federal de Séo Carlos (UFSCar), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo Carneiro Borra.
As imagens geradas foram feitas no programa Pannoramic Viewer 1.15.4, também da 3D
Histech.

3.4.8 Resumo grafico do delineamento experimental in vivo
O resumo grafico do delineamento experimental in vivo, contendo a linhagem animal,
via e protocolo de exposi¢do bem como as concentracdes da NP TiO: e as anélises realizadas,

pode ser observado na figura 8.

Figura 8 - Delineamento experimental in vivo
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3.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos com média = DP (Desvio Padrdo) e analisados no
programa GraphPad Prism, versdao 7 (2018). Foram aplicados os Testes de Normalidade
Shapiro-Wilk, Kolmogorov Smirnov ou D’Agostino & Pearson dependendo do niimero de
amostras analisadas. Posteriormente, para os dados paramétricos foi utilizado o teste One-way
ANOVA (One-way Analysis of Variance) ou Two-way ANOVA (Two-way Analysis of
Variance) e o pos-teste de Tukey (Tukey’s Multiple Comparison Test). Ja para 0s dados néo-
paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn (Dunn’s Multiple
Comparison Test). A significancia estatistica foi estabelecida em valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da NP TiOz

4.1.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

A caracterizacdo da NP TiO. em agua ultrapura, meio de cultivo DMEM e PBS 1x é
apresentada na tabela 1 e a figura 9 apresenta o grafico de tamanho das dispersdes da NP nos
diferentes meios. O didmetro hidrodindmico em &gua foi em torno de 3,57 £ 1,97 nm. O
portencial zeta mensurado revelou uma carga negativa de -20 £ 3 mV da NP TiOz na 4gua
devido aos ligantes de acido carboxilico (-COO™Na*). Sugere-se que a dispersdao da NP em
meio DMEM suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) induziu a agregacdo das
nanoparticulas e formag&o de uma corona proteica em sua superficie como é demonstrado com
0 aumento do didmetro hidrodindmico para 7,62 + 0,59 nm. Além disso, o potencial zeta
aumenta para -11 + 2,6 mV em func¢éo da adsorcao de proteinas.

Ja o diametro hidrodinamico em PBS 1x foi em torno de 2,96 + 1,82 nm e o potencial
zeta foi de -18 £ 1,2 mV, valores proximos ao encontrado para a dispersdo em &gua. Todos 0s
solventes revelaram valores de indice de polidispersividade em torno de 0,5 e 0,6, 0 qual é um
indicativo de dispersdo heterogénea da NP TiOo.

Tabela 1 - Diametro hidrodinamico, Pdl e potencial zeta da NP TiO2 em agua ultrapura,
meio de cultivo DMEM suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) e PBS 1x

Suspensdo de NP Diametro Indice de Potencial Zeta
TiO: hidrodindmico (nm)  Polidispersividade (Pdl) (mV)
Agua ultrapura 3,57+1,97 0,548 + 0,121 -20+3
DMEM 7,62 £ 0,59 0,553 + 0,064 -11+26
PBS 1x 2,96 £ 1,82 0,675+ 0,126 -18+1.2

Os valores representam a média + DP obtidos através de 3 medigGes diferentes feitas em triplicata, sendo que para
cada uma das medidas, o programa do espectdmetro Malvern Nano-ZS, fornece 20 medidas, totalizando 180
medidas. Concentragdo da suspensdo de NP TiO,: 0,2 mg/mL.
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Figura 9 - Grafico de dispersédo da NP TiO2
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Tamanho das dispersdes da NP TiO, em diferentes meios (DMEM, &gua e PBS) obtidos pela técnica de DLS.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Reflexdo Total Atenuada por Transformada
de Fourier (ATR-FTIR)

A figura 10 apresenta o espectro ATR-FTIR obtido para a NP TiO2 o qual mostra picos
de 452, 590, 670, 1067, 1247, 1381, 1562, 3009 e 3173 cm™. Os picos que se encontram na
faixa de 400 a 1000 cm estdo relacionados a vibragdo de alongamento de Ti-O-Ti. Ja os picos
de 452 e 670 cm™ sdo picos regulares para o cristal do tipo anatase do qual a NP TiO; é
constituida. Outros dois picos relevantes sdo os de 1381 cm™, associado a grupos carboxilicos
(COO-H) e 1562 cm! pico caracteristico de COONa que demonstram a funcionalizagdo da NP
TiO2 com grupos terminais de carboxilato de sédio (-COO'Na*). O restante dos picos
representa: 590 cm™ (ligagéo Ti-O-0), 1067 cm™ (vibragio de alongamento C-O-C), 1247 cm
! (vibragdo de alongamento O-H), e de 3000 a 3600 cm™ (vibragio de alongamento O-H livre

ou ligado a grupos hidroxil).
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Figura 10 - Espectroscopia de Infravermelho (ATR-FTIR) da NP TiO2
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Espectros ATR-FTIR da NP TiO, com identificacéo de cada pico pela formula molecular.

4.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura de Alta Resolucdo (MEV-FEG)

A figura 11 apresenta as microfotografias da NP TiO; através de microscopia eletronica
MEV-FEG. E possivel observar a estrutura da NP, que se sugere ser uma estrutura cristalina,
devido a analise de espectroscopia de infravermelho, bem como a sua distribuigéo heterogénea,

corroborada pelos indices de polidispersividade, e presenca de aglomerados.

Figura 11 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG) da NP TiOz2

Microfotografias da NP TiO, em pd obtida através de MEV-FEG em 200x (A) e 10000x (B).
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4.2 In vitro — Fibroblastos LA-9

4.2.1 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular de fibroblastos LA-9 apds exposicdo a NP TiO:
apresentou reducdo (abaixo de 70%) da porcentagem da viabilidade celular em fungédo das
concentracdes de NP e periodos de exposicao (Figura 12A, 12B e 12C). Para as concentracdes
de 250 ¢ 150 pg/mL de NP TiO2, ocorre reducéo significativa da viabilidade celular nos trés
periodos (24, 48 e 72h) a qual se acentua ao longo do tempo. Para o periodo de 24h (12A), a
média da porcentagem de viabilidade celular é de 43,79% + 13,96 para a concentracéo de 250
pug/mL, 34,4% + 12,77 paraa de 150 pg/mL e 71,89% + 15,77 para a de 50 pg/mL de NP TiOg,
guando comparadas ao grupo controle negativo C- (100% =+ 11,38). Para o periodo de 48h
(12B), a média da porcentagem de viabilidade celular é de 18,98% + 5,21 para a concentracao
de 250 pg/mL, 14,47% + 6,58 para a de 150 pug/mL e 68,76% + 11,37 para a de 50 pg/mL de
NP TiO2, quando comparadas ao grupo controle negativo C- (100% + 4,35). E para o periodo
de 72h (12C), a média da porcentagem de viabilidade celular é de 12,81% + 3,23 para a
concentracédo de 250 pg/mL, 12,81% + 4,72 para a de 150 pg/mL e 89,37% + 14,28 para a de
50 pg/mL de NP TiO2, quando comparadas ao grupo controle negativo C- (100% + 6,63).

Figura 12 - Viabilidade celular de fibroblastos LA-9
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Viabilidade celular (%) de fibroblastos LA-9 ap6s exposi¢do a diferentes concentragdes da NP TiO2 em 24h (A),
48h (B) e 72 horas (C). C — representa o controle negativo e C + o controle positivo (Extran 5%). Os dados
representam a média + DP de 3 experimentos independentes. A anélise estatistica foi realizada pelo teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. O simbolo **** p<0,0001 representa a diferenca significativa
entre os resultados obtidos nos grupos expostos as diferentes concentracdes da NP quando comparado ao grupo
controle negativo (C-).
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4.2.2 Morfologia celular

Os fibroblastos sdo células que apresentam formato fusiforme e alongado. Através da
observagdo da morfologia celular de fibroblastos LA-9 (Figura 13) é possivel notar que o
controle negativo (13A, 13E e 13I) apresentou morfologia e crescimento normais. Entretanto,
para as concentracdes de 250 pg/mL (13B, 13F e 13J) e 150 pg/mL de NP TiO (13C, 13G e
13K) h& menor densidade de células alongadas (morfologia caracteristica da celula
fibroblastica) passando as mesmas a ter formato circular quando comparadas ao controle
negativo C-, para os trés periodos de exposicdo (24, 48 e 72h). Além disso, para as
concentragdes de 250 (13B, 13F e 13J) e 150 pug/mL (13C, 13G e 13K), é possivel observar um
acumulo da NP TiO ao fundo do po¢o o qual ndo se nota no controle negativo C- (13A, 13E e
131) e também na concentracdo mais baixa, de 50 pg/mL (13D, 13H e 13L), que ndo apresentou
reducdo na porcentagem de viabilidade celular.
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Figura 13 - Morfologia celular de fibroblastos LA-9
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Representativo da morfologia dos fibroblastos LA-9 do grupo controle negativo (C -) e dos grupos expostos a NP TiO, ap6s 24h (A, B, Ce D), 48h (E, F, Ge H) e 72 horas (I,
J, KeL). Anélise qualitativa de 3 experimentos diferentes. Aumento de 100x. As setas indicam as areas de ampliacdo representadas no canto esquerdo de cada imagem.
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4.2.3 Estresse oxidativo - producéo intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Para avaliacdo do estresse oxidativo foi realizado a dosagem do percentual da producéo
intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) apds a exposi¢do por 24h a NP TiO:
(Figura 14). Para as concentracgdes de 250 e 150 pg/mL de NP TiO2 houve aumento significativo
da producdo de EROs quando comparadas ao grupo controle negativo (C-), o qual ndo foi

exposto a NP.

Figura 14 - Producéo Intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
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Producdo intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio — EROs (%) em fibroblastos LA-9 apds exposi¢do a NP
TiO; pelo periodo de 24 horas. C — representa o controle negativo e C + o controle positivo (H20; a 0,1 mM). Os
dados representam a média + DP de 3 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn. Os simbolos ** p<0,01 e *** p<0,001 representam a
diferenga significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos a NP quando comparado ao grupo controle
negativo (C-).

4.2.4 Quantificacdo de citocinas pré-inflamatorias no sobrenadante celular

A figura 15 apresenta a dosagem das citocinas proé-inflamatérias 1L-6 (15A) e TNF
(15B) no sobrenadante dos fibroblastos apds 24h de exposi¢cdo a NP TiO,. Para ambas as
citocinas ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos expostos a NP e o grupo

controle negativo (C-).
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Figura 15 - Citocinas (IL-6 e TNF) no sobrenadante celular
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ConcentracGes de IL-6 (A) e TNF (B) em pg/mL no sobrenadante de fibroblastos LA-9 apds exposi¢do a NP TiO;
pelo periodo de 24 horas. C — representa o controle negativo. Os dados representam a média + DP de 3
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada pelo teste paramétrico One-way ANOVA e pds-
teste de Tukey. N&o houve diferenga estatistica significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos a NP
TiO2 quando comparados ao grupo controle negativo (C -).

4.2.5 Determinacao de morte celular

Através da analise por citometria de fluxo foi possivel avaliar o processo de morte
celular apos a exposicdo por 24h a NP TiO2, apresentado na figura 16. O representativo
bidimensional que apresenta as fracdes de células vivas, apoptdticas e necroticas é observado
em 16A. As células que foram expostas a concentracdao de 150 pug/mL apresentaram aumento
significativo da porcentagem de células apoptdticas quando comparado ao grupo controle
negativo (C-) (16D). Observa-se que neste mesmo grupo (150 pg/mL) hd aumento na
porcentagem de células apoptoticas tanto iniciais (16B) quanto tardias (16C), o qual se mostra
um indicio de que o processo apoptético tenha seguido seu curso e resultado na efetiva morte
celular. N&ao houve aumento na porcentagem de células necréticas para nenhum dos grupos

expostos a NP quando comparado ao grupo controle negativo (16E).
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Figura 16 - Determinacgdo de morte celular em fibroblastos LA-9
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Determinacdo de morte celular (apoptose e necrose) por citometria de fluxo de fibroblastos LA-9 apds exposi¢do
a NP TiO; pelo periodo de 24 horas. C — representa o controle negativo e Camp o controle positivo para apoptose
(Camptotecina a 0,5 mM). (A) Representativo bidimensional para determinar as fragBes de células vivas,
apoptaticas e necroticas; (B) Porcentagem de células em apoptose inicial; (C) Porcentagem de células em apoptose
tardia; (D) Porcentagem de células apoptoticas (apoptose inicial + tardia) e (E) Porcentagem de células necréticas.
Os dados representam a média = DP de 2 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Os simbolos ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001
representam a diferenga significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos as diferentes concentragdes
da NP quando comparado ao grupo controle negativo (C-).

4.2.6 Clonogenicidade

Realizou-se o ensaio de sobrevivéncia clonogénica, apresentado na figura 17, no qual
observou-se a formacao de coldnias celulares apds exposicdo por 24h dos fibroblastos a NP
TiO2 e andlise 7 dias ap6s a exposicdo. A concentracdo mais alta (250 pg/mL) apresentou
reducdo significativa no niamero de colbnias quando comparada ao grupo controle negativo, o
qual ndo foi exposto a NP (15A). Nas figuras 15B, 15C, 15D e 15E é possivel observar o

representativo dos pocos contendo as coldnias celulares de cada um dos grupos experimentais.
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Figura 17 - Clonogenicidade em fibroblastos LA-9
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Sobrevivéncia Clonogénica (%) de fibroblastos LA-9 apds exposicdo & NP TiO; pelo periodo de 24 horas e
incubacdo por 7 dias (A); e representativo dos pogos contendo as col6nias celulares de cada grupo experimental:
(B) C-; (C) 250 pg/mL; (D) 150 pug/mL e (E) 50 pg/mL. C - representa o controle negativo. Os dados representam
a média £ DP de 3 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada pelo teste paramétrico One-way
ANOVA e pos-teste de Tukey. O simbolo ** p<0,01 representa a diferenca significativa entre os resultados obtidos
no grupo expostos a 250 pg/mL da NP quando comparado ao grupo controle negativo (C-).

4.3 In vivo — Camundongos Balb/c

4.3.1 Consumo de racao e agua pelos animais durante a exposi¢cdo a NP TiO2

A figura 18 apresenta a variacdo no consumo de racdo (18A) e agua (18B) por grupo
dos animais, avaliados nos dias 05, 08, 12 e 14 durante o periodo de exposicdo a NP TiO2 por
via intranasal. Nao houve diferencas estatisticas significativas tanto no consumo de ragéo
guanto no de agua pelos animais expostos a NP TiO, quando comparados ao grupo controle
negativo (PBS 1 x).
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Figura 18 - Consumo de ragdo e 4gua
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Consumo de ragdo em gramas (A) e de agua em mL (B) por grupo dos animais ao longo do periodo de exposi¢do
a NP TiO,. C — representa o controle negativo. Os dados representam a média + DP de 2 experimentos
independentes (n total = 12 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste paramétrico Two-
way ANOVA e o pés-teste de Tukey. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos nos
grupos expostos as diferentes concentragdes da NP de TiO; quando comparado ao grupo controle negativo (C -).

4.3.2 Variagao do peso dos animais durante a exposi¢ao a NP TiO2

A figura 19 apresenta a variacdo da média de peso dos animais durante o periodo de
exposicdo a NP TiO2 nos dias 01, 07 e 14. Novamente ndo houve diferencas estatisticas
significativas no peso dos animais ao longo do periodo em que os mesmos foram expostos a

NP TiO2 quando comparados ao grupo controle negativo.

Figura 19 - Peso dos animais
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Média do peso dos animais em gramas (g) ao longo do periodo de exposicdo a NP TiO,. C — representa o controle
negativo. Os dados representam a média + DP de 2 experimentos independentes (n = 12). A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste paramétrico Two-way ANOVA e 0 pds-teste de Tukey. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos as diferentes concentragdes da NP de TiO, quando
comparado ao grupo controle negativo (C-).
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4.3.3 Leucdcitos totais no sangue, no Lavado Bronco Alveolar (LBA) e no Lavado da
Cavidade Peritoneal (LCP) ap0s a exposi¢cdo a NP TiO2

A figura 20 mostra a contagem de leucdcitos totais no sangue (20A), no Lavado Bronco
Alveolar (LBA) (20B) e no Lavado da Cavidade Peritoneal (LCP) (20C) ap0s a exposi¢do a NP
TiO2. Nédo houve diferencas estatisticas significativas no nimero de leucécitos no sague € no
LCP nos grupos dos animais expostos a NP TiO> quando comparados ao grupo controle
negativo. Entretanto é possivel observar diminuicdo significativa dos leucdcitos no LBA no
grupo dos animais que receberam 50 pg da NP TiO2 quando comparado ao grupo controle

negativo.

Figura 20 - Leucdcitos totais no sangue, LBA e LCP
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Ndmero de leucdcitos/mm?3 dos animais apds exposicdo a NP de TiO2 no sangue (A), no LBA (B) e no LCP (C).
No C- (controle negativo) os animais receberam PBS 1x. Os dados representam a média = DP de 2 experimentos
independentes (n = 12), sendo realizada andlise individual. Para dados paramétricos, a andlise estatistica foi
realizada utilizando o teste One-way ANOVA e o pés-teste de Tukey e para dados ndo paramétricos, a anélise foi
realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn. O simbolo ** p<0,01, representa a diferenca
significativa entre o resultado obtido no grupo exposto a concentracdo de 50 pug da NP de TiO2 quando comparado
ao grupo controle negativo (C-).

4.3.4 Contagem diferencial de leucdécitos no sangue, no Lavado Bronco Alveolar (LBA) e

no Lavado da Cavidade Peritoneal (LCP) apds a exposi¢do a NP TiO2

A figura 21 mostra a contagem diferencial de leucocitos no sangue (polimorfonucleares
- 21A; eosindfilos - 21B e mononucleares - 21C), no Lavado Bronco Alveolar (LBA)
(polimorfonucleares - 21D e mononucleares - Figura 21E) e no Lavado da Cavidade Peritoneal
(LCP) (polimorfonucleares - 21F; eosinofilos - 21G e mononucleares - 21H) apds a exposi¢éo
a NP TiO..
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No sangue (21A, 21B e 21C) é possivel observar que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos dos animais que foram expostos & NP TiO2 quando comparados
ao grupo controle negativo, para todos os tipos celulares avaliados.

Ja no LBA ndo houve diferencas estatisticas significativas no ndmero de
polimorfonucleares (21D) nos grupos dos animais expostos a NP TiO2 quando comparados ao
grupo controle negativo. Entretanto é possivel observar diminui¢do significativa dos
mononucleares (21E) no grupo dos animais que receberam 50 pg da NP TiO2 quando
comparado ao grupo controle negativo.

No LCP (21F, 21G e 21H) também nédo houve diferenca estatistica significativa entre
0s grupos dos animais que foram expostos a NP TiO2 quando comparados ao grupo controle

negativo, para todos os tipos celulares avaliados.



3. sg

Polimorfonucleares/mm

3

Polimorfonucleares/mm

3
o
o
3

H
o
o
-LCP
C

60

Figura 21 - Contagem diferencial de leucdcitos no sangue, LBA e LCP
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Numero de leucdcitos/mm? dos animais apds exposicdo a NP de TiO; no sangue (A — polimorfonucleares; B —
eosindfilos; C - mononucleares), no LBA (D — polimorfonucleares; E - mononucleares) e no LCP (F —
polimorfonucleares; G — eosindéfilos; H - mononucleares). No C- (controle negativo) os animais receberam PBS
1x. Os dados representam a média + DP de 2 experimentos independentes (n = 12), sendo realizada andlise
individual. Para dados paramétricos, a analise estatistica foi realizada utilizando o teste One-way ANOVA e 0 p0s-
teste de Tukey e para dados ndo paramétricos, a anélise foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis e o pds-
teste de Dunn. O simbolo ** p<0,01, representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo exposto
a concentracdo de 50 pg da NP de TiO, quando comparado ao grupo controle negativo (C-).

4.3.5 Dosagem das citocinas IFN-¥, TNF, IL-6 e IL-10 no plasma sanguineo e no Lavado
Bronco Alveolar (LBA) apds a exposi¢cdo a NP TiO2

Em busca de analisar o perfil inflamatorio circulante e também no local alvo da via de
administracao in vivo (intranasal) da NP TiO., foi realizada a dosagem de citocinas tanto no
plasma sanguineo, quanto no Lavado Bronco Alveolar (LBA) dos animais.

A figura 22 mostra a producdo das citocinas IFN-x (22A e 22B), TNF (22C e 22D), IL-
6 (22E e 22F) e IL-10 (22G e 22H) tanto no plasma sanguineo quanto no LBA. Tanto para o

plasma quanto para o LBA ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
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dos animais que foram expostos & NP TiO2 quando comparados ao grupo controle negativo,

para todas as citocinas avaliadas.

Figura 22 - Citocinas IFN-¥, TNF, IL-6 e IL-10 no plasma e LBA
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Concentra¢es em pg/mL de IFN-¥ (A e B), TNF (C e D), IL-6 (E e F) e IL-10 (G e H) no plasma e no Lavado
Bronco Alveolar (LBA) dos animais apds a exposi¢do a NP de TiO,. No C- (controle negativo) os animais
receberam PBS 1x. Os dados representam a média £ DP de 2 experimentos independentes (pool/grupo), sendo
realizada analise em triplicata. Para dados paramétricos, a analise estatistica foi realizada utilizando o teste One-
way ANOVA e o pds teste de Tukey e para dados ndo paramétricos, a analise foi realizada utilizando o teste
Kruskal-Wallis e o pos teste de Dunn. Nao houve diferencga estatistica significativa entre os resultados obtidos nos
grupos expostos as diferentes concentragfes da NP de TiO, quando comparado ao grupo controle negativo (C-).
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4.3.6 Dosagem do anticorpo IgE no Lavado Bronco Alveolar (LBA) ap6s a exposi¢ao a NP
TiO2

A procura de uma possivel resposta alérgica no local alvo da via de administracdo in
vivo (intranasal) da NP TiO», foi realizado a dosagem do anticorpo IgE, a qual é uma classe de
anticorpos que sdao produzidos durante os processos alérgicos, no Lavado Bronco Alveolar
(LBA) dos animais. A figura 23 mostra a producdo do anticorpo IgE no LBA. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos expostos a NP TiO, quando comparado ao

grupo controle negativo.

Figura 23 - Anticorpo IgE no LBA

1.59

117115

0.5

B A

-L

-IgE

D.O

0.0 T T T T T
Q N @Q pg/animalde NP TiO,

Comparativo de IgE através da D.O (Densidade Optica) no Lavado Bronco Alveolar (LBA) dos animais apos
exposicdo & NP de TiO.. No C- (controle negativo) os animais receberam PBS 1x. Os dados representam a média
+ DP de 2 experimentos independentes (pool/grupo), sendo realizada analise em triplicata. A anélise estatistica foi
realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA e o pds-teste de Tukey. N&o houve diferenca estatistica
significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos as diferentes concentragdes da NP de TiO, quando
comparado ao grupo controle negativo (C).

4.3.7 Funcdo hepatica — Dosagem dos niveis de Transaminase Glutamico Oxalacética

(TGO) e Transaminase Glutamico Piravica (TGP) apo6s a exposicdo a NP TiO2

A figura 24 apresenta a dosagem das transaminases hepaticas, TGO (Transaminase
Oxalacética) (24A) e TGP (Transaminase Pirtvica) (24B), no plasma dos animais apds a
exposicdo a NP TiO,. E possivel observar que houve aumento significativo na quantidade de
TGO no grupo dos animais que receberam 250 pg da NP TiO2 quando comparado ao grupo
controle negativo. Ja para a quantidade de TGP n&o houve diferenca estatistica significativa nos

grupos expostos a NP TiO2 quando comparados ao grupo controle negativo. H& maior
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quantidade de TGO em relagdo a TGP, porém esse padrao é esperado em qualquer organismo,
mesmo sem alteragdes fisioldgicas.

Figura 24 - Dosagem de TGO e TGP
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Dosagem de TGO (Transaminase Oxalacética) e TGP (Transaminase Pir(ivica) no plasma dos animais ap6s
exposi¢do a NP de TiO; (A- TGO e B- TGP). No C- (controle negativo) os animais receberam PBS 1x. Os dados
representam a média + DP de 2 experimentos independentes (n = 12), sendo realizada analise individual. A anélise
estatistica foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis e o p6s-teste de Dunn. O simbolo * p<0,05, representa a
diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo exposto a concentracéo de 250 pg da NP de TiO; quando
comparado ao grupo controle negativo (C-).

4.3.8 Variacao do peso dos pulmdes dos animais apds a exposicao via intranasal a NP TiO2

A figura 25 apresenta a variacdo do peso dos pulmdes dos animais apds a exposi¢do
intranasal & NP TiO,. E possivel observar que nio houve diferenca estatistica significativa no
peso deste 6rgdo no grupo dos animais que foram expostos a NP quando comparados ao grupo
controle negativo.
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Figura 25 - Peso dos pulmdes dos animais
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Peso (g) dos pulmdes dos animais apds a exposicdo intranasal a NP de TiO2. No C- (controle negativo) 0s animais
receberam PBS 1x. Os dados representam a média + DP de 2 experimentos independentes (n = 12). A anélise
estatistica foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn. N&o houve
diferenga estatistica significativa entre os resultados obtidos nos grupos expostos as diferentes concentracdes da
NP de TiO, quando comparado ao grupo controle negativo (C-).

4.3.9 Anélise histopatoldgica dos érgéaos (encéfalo, coracéo, pulmdes, figado, baco e rins)

dos animais apdés a exposi¢ao a NP TiO2

A figura 26 apresenta as fotomicrografias do encéfalo dos animais, nas quais podemos
observar como achados histopatoldgicos relevantes a presenca de astrocitos gemistociticos
(presentes no cdrtex frontal, hipocampo e corpo caloso), bem como edemaciacdo difusa,
manguitos perivasculares e astrocitose. Tais alteracGes eram de discretas a moderadas no grupo
que recebeu 500 pg/animal de NP TiO> (Figura 26B) e de moderadas a acentuadas nos grupos
que receberam 250 (26C), 100 (26D) e 50 pg/animal de NP TiO2 (26E). O grupo que recebeu
100 pg/animal de NP TiO2 (Figura 26D) ainda apresentou infiltrado inflamatério (composto
por linfdcitos, plasmdcitos e neutrofilos em grau discreto e focal na pia-mater - leptomeningite).
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Figura 26 - Fotomicrografias de cortes histologicos do encéfalo dos animais

Fotomicrografias de cortes histolégicos do encéfalo dos animais de cada grupo experimental apos exposi¢ao a NP
TiOy: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal de NP
TiO; (D) e 50 pg/animal de NP TiO; (E). Em A, um fragmento de encéfalo do grupo controle; em B, a presenca
de formagdo de vactolos bem como a presenca de astrdcitos gemistociticos (circulo); em C, a presenca de
astrdcitos gemistociticos (circulo); em D, a presenca de infiltrado inflamatdrio focal na pia-méter (detalhe) e em
E a presenca de astrdcitos gemistociticos (circulo). Coloracdo: HE. Aumento de 100x e 400x.

A figura 27 apresenta as fotomicrografias do coracdo dos animais ap0s a exposi¢cdo a
NP TiO2, nas quais se observa que ndo houve alteracdo digna de nota em nenhum dos grupos

experimentais.
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Figura 27 - Fotomicrografias de cortes histologicos do coracgédo dos animais

Fotomicrografias de cortes histologicos do coragdo dos animais de cada grupo experimental apos exposicao a NP
TiO,: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal de NP
TiO; (D) e 50 pg/animal de NP TiO; (E). Coloracéo: HE. Aumento de 100x.

A figura 28 apresenta as fotomicrografias dos pulmd&es dos animais, nas quais se observa
focos inflamatorios (linfocitos, plasmaécitos, macréfagos alveolares e neutréfilos maduros) peri-
bronquial/peri-bronquiolar e intersticial com consequente espessamento de septos alveolares
nos grupos que receberam 500 (Figura 28B), 250 (28C), 100 (28D) e 50 pg/animal de NP TiO>
(28E). Além disso, foram identificados focos de hemorragia no grupo que recebeu 500
pg/animal de NP TiO2 (28B) e nos grupos que receberam 100 (28D) e 50 pg/animal de NP
TiO2 (28E) os focos hemorragicos eram intra-bronquiais.
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Figura 28 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos pulmdes dos animais

Fotomicrografias de cortes histologicos dos pulm&es dos animais de cada grupo experimental apds exposi¢do a
NP TiO2: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal
de NP TiO; (D) e 50 pg/animal de NP TiO; (E). Em A, um fragmento de pulm&o do grupo controle; em B, uma
area de espessamento dos septos alveolares em funcéo de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario (detalhe); em
C, um agrupamento linfoplasmocitario no intersticio pulmonar (detalhe); em D, uma area hemorragica junto a um
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario no intersticio pulmonar (detalhe) e em E uma éarea de espessamento dos
septos alveolares por infiltracdo linfoplasmocitaria (detalhe). Colora¢do: HE. Aumento de 100x e 400x.

A figura 29 apresenta as fotomicrografias do figado dos animais, nas quais se observa
focos de infiltrado inflamatério linfoplasmocitéario perivascular e difuso pelo parénquima
hepético, variando de discreto a moderado nos grupos que receberam 500 (Figura 29B), 250
(29C), 100 (29D) e 50 pg/animal de NP TiO2 (29E). Observou-se ainda, tumefacdo e
degeneracéo hidrépica dos hepatécitos de grau moderado nos mesmos grupos (500 — 29B; 250
—29C, 100 — 29D e 50 pg/animal de NP TiO2— 29E). Nos grupos que receberam 100 (29D) e
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50 pg/animal de NP TiO2 (29E) foram observados hepatocitos com pigmento

intracitoplasmatico enegrecido.

Figura 29 - Fotomicrografias de cortes histolégicos do figado dos animais

100x

Fotomicrografias de cortes histolégicos do figado dos animais de cada grupo experimental apos exposicdo a NP
TiO2: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal de NP
TiO; (D) e 50 pg/animal de NP TiO; (E). Em A, um fragmento de figado do grupo controle; em B, um discreto
foco de infiltrado linfoplasmocitario no parénquima hepatico (circulo); em C, uma area de infiltrado
linfoplasmocitario peri-portal (detalhe); em D, hepatdcitos com pigmento intracitoplasmatico enegrecido (circulo)
e em E um foco com hepat6citos com pigmento intracitoplasmatico enegrecido (circulo). Coloragdo: HE. Aumento
de 100x e 400x.

A figura 30 apresenta as fotomicrografias do bago dos animais apds a exposi¢do a NP
TiO2, nas quais se observa que ndo houve alteracdo digna de nota em nenhum dos grupos

experimentais.
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Figura 30 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos do baco dos animais

Fotomicrografias de cortes histoldgicos do bago dos animais de cada grupo experimental apds exposi¢do a NP
TiOy: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal de NP
TiO, (D) e 50 pg/animal de NP TiO- (E). Coloragéo: HE. Aumento de 100x.

A figura 31 apresenta as fotomicrografias dos rins dos animais, nas quais se observa que
nos grupos que receberam 500 (Figura 31B) e 50 pg/animal de NP TiOz (31E) ha focos de
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em zona cortical bem como focos hemorragicos.
Observou-se ainda células do epitélio tubular com pigmento intracitoplasmatico enegrecido na

zona medular nos grupos que receberam 250 (31B) e 100 pg/animal de NP TiO2 (31E).
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Figura 31 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos rins dos animais

Fotomicrografias de cortes histoldgicos dos rins dos animais de cada grupo experimental apds exposi¢do & NP
TiO2: controle negativo (A), 500 pg/animal de NP TiO; (B), 250 pg/animal de NP TiO; (C), 100 pg/animal de NP
TiO; (D) e 50 pg/animal de NP TiO, (E). Em A, um fragmento de rim do grupo controle; em B, uma area de
infiltrado linfoplasmocitario em zona cortical (circulo); em C, células do epitélio tubular com pigmento
intracitoplasmatico enegrecido na zona medular (setas e detalhe); em D, células epiteliais tubulares da zona
medular com pigmento intracitoplasmatico enegrecido (circulo) e em E um foco inflamatério linfoplasmocitario
na zona cortical (circulo). Coloragdo: HE. Aumento de 100x e 400x.
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5. DISCUSSAO

O alto e rapido crescimento da utilizacdo das nanoparticulas, principalmente nas Gltimas
décadas, fez com que a nanociéncia e a hanotecnologia se expandissem de maneira importante
em diferentes direcBes, desde a aplica¢do industrial até a area médica, como na industria de
alimentos, combustiveis e geracdo de energia limpa, bem como biosensores para diagndstico,
sistemas de entrega direcionada de farmacos e terapias contra o cancer (BAYDA et al., 2020).
Particularmente as nanoparticulas de TiO estdo dentre as nanoparticulas mais utilizadas, dando
destaque para a industria petrolifera, bem como a construcéo civil, a medicina, a agricultura e
as indstrias de alimento e comésticos (BARANOWSKA-WOJICIK et al., 2020).

O grande aumento da atividade catalitica do TiO, quando em escala nanométrica é a
caracteristica que o torna muito utilizado em diversas areas, entretanto resultando em
bioatividade singular e consequente preocupacdo para a salde humana (BARANOWSKA-
WOJICIK et al., 2020; SHI et al., 2013). Sendo assim, € necessario estudar a seguranca na
manipulacdo e utilizacdo destes nanomateriais. Dessa forma, o presente trabalho vem ao
encontro dessa necessidade e apresenta o estudo dos possiveis efeitos tdxicos da nanoparticula
de didxido de titdnio (NP TiO.) através da caracterizacdo da NP e da utilizagdo de modelos
experimentais in vitro e in vivo, para determinagdo de citotoxicidade e toxicidade sistémica na
andlise da seguranca na utilizacdo desse nanomaterial.

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como por exemplo, forma
cristalina, tamanho, carga e ligantes de superficie, estdo intimamente relacionados com 0s
efeitos bioldgicos que as mesmas podem causar (AUFFAN et al., 2009; LIU; TANG, 2020;
SHI et al., 2013).Além disso, as proteinas do meio podem se ligar ou serem adsorvidas na
superficie da nanoparticula (NP) formando uma estrutura chamada de corona proteica, a qual
pode modificar as propriedades fisico-quimicas das NPs e dessa maneira, também interferir nas
respostas celulares, como internalizagéo, biodisponibilidade e toxicidade (NEL et al., 2009;
NGUYEN; LEE, 2017).

Tanto os fluidos biol6gicos como o meio de cultivo celular apresentam proteinas livres
que podem se ligar a superficie da NP podendo resultar em mudangas de tamanho e de potencial
zeta das mesmas (NEL et al., 2009; NGUYEN; LEE, 2017). Nossos resultados mostraram que
o didmetro hidrodindmico da NP TiO, aumentou de 3,57 nm na &gua para 7,62 nm no meio
DMEM (Tabela 1). O soro fetal bovino (SFB) utilizado na suplementac¢do do meio, se apresenta
como um fluido bioldgico que contém varias proteinas, as quais contribuem para o efeito corona

(NGUYEN; LEE, 2017). Outros autores também demonstraram aumento no tamanho e maior
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aglomeracdo apo6s a dispersdo em meio DMEM para a mesma NP TiO2 (PEDRINO et al., 2022)
paraa NP TiO2 comercial (P25) (TAUROZZI; HACKLEY; WIESNER, 2013) e para particulas
de ouro (MAIORANQO et al., 2010).

J& para os experimentos in vivo a NP TiO> foi dispersa em tampdo PBS, o qual é uma
solucdo salina bastante utilizada como veiculo por ajudar a manter o pH em torno de 7,4, ou
seja, dentro da faixa do pH fisiologico. O tamanho hidrodinamico da NP TiOz dispersa em PBS
1x foi em torno de 2,96 nm, valor bastante préximo ao encontrado para a dispersao em agua
(3,57 nm). Entretanto, é relatado para outras NP de TiO2 aumento do tamanho da particula
quando dispersa em PBS (BIHARI et al., 2008; WARHEIT et al., 2007). Pode-se sugerir que a
estabilidade no tamanho da dispersdo das NP TiO. encontrada em PBS se deve a carga
proveniente da funcionalizacdo da sua superficie com o ligante carboxilato de sodio (-COO
Na*). Neste caso, o pH de 7,4 favorece a desprotonagdo dos grupos carboxilicos favorecendo
assim a manutencdo da carga negativa na superficie da NP mesmo em um meio com alta forca
ibnica.

Observou-se também que a dispersédo da NP TiO2 em todos os meios analisados (&gua,
DMEM e PBS) apresentou estabilidade mediana com base nos valores de Pdl que ficaram em
torno de 0,5 e 0,6, um indicativo de 50% de dispersao heterogénea da NP, revelada também
pelas imagens de microscopia eletronica (MEV-FEG).

Apesar do aumento no tamanho identificado pela possivel agregacdo e ou formacéo de
corona proteica, nota-se que esta NP TiO> ainda apresenta um tamanho considerado pequeno.
NP com tamanhos abaixo de 20-30 nm tendem a apresentar alta reatividade devido a um
aumento exponencial de &tomos em sua superficie, gerando um excesso de energia 0 que as
torna termodinamicamente instaveis (AUFFAN et al., 2009). Estudos demonstram que as NP
TiO2 podem ser internalizadas pelas células e este mecanismo é dependente do tamanho e da
concentracdo de NP utilizada, em que NP com tamanhos entre 30-100 nm geralmente
permanecem no citoplasma celular e NP com tamanhos abaixo de 30 nm podem atingir o ndcleo
(SHUKLA et al., 2011; TOMANKOVA et al., 2015).

Outra caracteristica importante e que interfere no mecanismo de internalizacéo celular,
e consequente toxicidade, é a carga de superficie, devido & interagdo das particulas com o0s
grupos de fosfolipidios ou dominios de proteinas presentes na superficie celular (NEL et al.,
2009). As NP com carga positiva conseguem interagir mais facilmente com estes componentes
(ARVIZO et al., 2010; NEL et al., 2009). O potencial zeta é uma caracteristica relevante da
particula na medida em que apresenta sua carga e determina suas propriedades em suspensao

(SINGH et al., 2005), sendo considerada estavel as NPs que apresentam valores acima de + 30
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mV (NURDIN et al., 2014). O potencial zeta revelou uma carga negativa de -20 mV nas NPs
TiO2 na 4gua devido a ligagdo com o &cido carboxilico (-COO™Na*). A funcionalizagdo com
acido carboxilico torna a NP TiO2 mais hidrofilica em relacdo as particulas sem essa
funcionalizacdo, podendo ocorrer dessa forma, alteracfes na sua bioatividade e consequente
toxicidade (HAMILTON et al., 2014).

J& para a dispersdo da NP TiO2, em DMEM o potencial zeta aumentou seu valor para -
11 mV em funcédo da adsorcdo de proteinas, as quais possuem grupos aminas em sua estrutura,
tornando a carga liquida da superficie da NP mais positiva. Para a dispersdo em PBS o potencial
zeta também apresentou pequeno aumento em relacdo a agua (-18 mV), isso se deve a presenca
de ions positivamente carregados como Na* presentes na composicao do tampéo fosfato quando
comparado aquele. Todos os valores de potencial zeta encontrados confirmam a tendéncia de
agregacdo/aglomeracdo da NP TiO2 conforme ja relatado também por outros autores
(COCCINI et al., 2015; GHOLINEJAD; KHADEM ANSARI; RASMI, 2019; HOU et al.,
2014; UBOLDI et al., 2016).

O espectro ATR-FTIR foi realizado para elucidar os grupos de superficie associados a
NP TiO2 (MUDUNKOTUWA; MINSHID; GRASSIAN, 2014). Os resultados mostraram um
espectro com picos entre 400 e 1000 cm™ que sdo reportados como picos tipicos da vibragio de
alongamento Ti-O-Ti (ALMEIDA et al., 2016; NADIMI et al., 2019; PRAVEEN et al., 2014).
Além disso, foi observado pico de 590 cm™ e 670 cm™ que podem ser atribuidos as ligacdes de
Ti-O-0 e Ti-O-Ti respectivamente (RAJAKUMAR et al., 2012; ZHANG; HE; HE, 2009). O
pico de 1067 cm™ esta associado a vibragdo de alongamento C-O-C (MAURYA et al., 2016;
SINGH; KOIRY, 2018; SUN; YANG; WANG, 2010). Enquanto o pico em torno de 1247 cm"
! representa a vibragao de alongamento O-H sendo uma regido de absorcao tipica de TiO, (DAO
etal., 2018; GUO et al., 2019; ZHUANG et al., 2017).

No espectro foi observado ainda pico de 1381 cm™, regido que pode ser associada a
grupos carboxilicos (PRAVEEN et al., 2014). Além disso, o pico caracteristico de COONa é
em torno de 1500 cm™ e nosso resultado demonstrou um pico na mesma regido (1562 cm)
(MIRGHANI et al., 2002). Os acidos carboxilicos estdo no grupo de moléculas usadas na
funcionalizacdo de NPs que sdo de interesse na area de biomedicina para promover maior
biocompatibilidade (ARAMI et al., 2015; MEI et al., 2009; VARANDA et al., 2019). Hamilton
e colaboradores demonstraram que as NPs TiO, funcionalizadas por carboxilagéo apresentaram
uma reducdo na toxicidade (HAMILTON et al., 2014). Finalmente a regido de 3000 & 3600 cm”
! representa picos caracteristicos da vibragio de alongamento O-H de grupos hidroxila livres
ou ligados por hidrogénio (DAO et al., 2018; PRAVEEN et al., 2014).
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A citotoxicidade esta relacionada tanto com as caracteristicas fisico-quimicas das NP
como também € dependente da linhagem celular de interesse, a dose utilizada e o tempo de
exposicdo. Além disso, biologicamente é determinada mediante modificacGes significativas no
metabolismo celular que pode desencadear processos de estresse oxidativo e até mesmo morte
celular (LIU; TANG, 2020). Nossos resultados, a partir do ensaio de MTT, mostram que houve
reducdo da viabilidade celular dos fibroblastos LA-9 para as concentragcfes de 250 pg/mL e 150
pg/mL a partir de 24h de exposigdo a NP TiOz, sendo esta reducéo acentuada com o passar do
tempo (48 e 72h de exposi¢cdo) o que demonstra a citotoxicidade dose e tempo dependente da
nanoparticula. Outros trabalhos da literatura corroboram com nossos resultados pois tambem
encontraram reducdo da viabilidade celular em concentragdes proximas ou iguais a deste
trabalho apos 24h e 48h de exposi¢do a NP TiO2, como redugéo na concentragéo de 100 pg/mL
para linhagem de fibroblastos de hamster (V79) (HAMZEH; SUNAHARA, 2013), reducao nas
concentragdes de 250 e 125 pg/mL para linhagem de astrocitomas humanos (D384) (COCCINI
et al., 2015) e reducdo nas concentracdes de 100 e 50 pug/mL para linhagem de pré-adipocitos
de camundongo (3T3-L1) (TRIPATHI et al., 2018).

Ja Jin e colaboradores ndo observaram reducdo de viabilidade significativa em 24 horas
de exposicdo a NP TiO- para a linhagem de fibroblastos L929, porém encontraram reducdo no
periodo de 48 horas para a concentracao de 600 pg/mL (JIN et al., 2008). Em relacédo ao periodo
de 72h de exposicdo, Brassolatti e colaboradores observaram reducdo de viabilidade celular
utilizando a mesma NP TiO porém para altas concentragdes (2000 e 1000 pg/mL para a
linhagem de queratindcitos humanos — HaCaT e 2000 pug/mL para a linhagem de fibroblastos
humanos — HDFn) (BRASSOLATTI et al., 2022).

Além de alterar o metabolismo mitocondrial, a exposicao as NPs pode causar mudancas
morfologicas nas células (LIU; TANG, 2020). Os fibroblastos sdo normalmente células
alongadas em formato fusiforme, sendo aderentes e crescendo em monocamadas confluentes
(KALLURI; ZEISBERG, 2006; LIU; TANG, 2020). Em nosso estudo foi possivel observar
gue nas maiores concentracdes testadas (250 e 150 pg/mL) houve modificacdes morfologicas
nos fibroblastos LA-9, como presenca de células com formato arredondado, o qual sugere a
perda da capacidade de adesédo e com isso pode haver menor atividade proliferativa, observada
na diminuigéo da densidade celular. Além disso, foi possivel verificar acimulo de NP no fundo
do poco das placas de cultivo para as mesmas concentracfes. Tais achados corroboram com 0s
relatos prévios da literatura a este respeito (ALLOUNI et al., 2012; BERNIER et al., 2012;
BRASSOLATTI et al., 2022; HAMZEH; SUNAHARA, 2013; JIN et al., 2008; PEDRINO et
al., 2022).
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Um dos principais mecanismos de citotoxicidade associado a exposi¢do as NP TiO2 é o
estresse oxidativo, o qual pode desencadear dano ao DNA e consequente morte celular (NEL
et al., 2009; SONG et al., 2016). Varios autores tém sugerido que a NP TiOz induz toxicidade
via estresse oxidativo e producdo de EROs principalmente, ja que a mesma produz radicais
livres em suspensdo (BRASSOLATTI et al., 2022; CHEN; YAN; LI, 2014; HIRAKAWA et
al., 2004; L1U; TANG, 2020; NEL et al., 2009; SHUKLA et al., 2011; SONG et al., 2016). Os
resultados do nosso trabalho mostram que houve aumento na producdo de EROs intracelular
nos fibroblastos LA-9 apds 24h de exposic¢éo a NP TiO2 nas concentragdes de 250 e 150 pg/mL.
Pedrino e colaboradores também demonstraram aumento na produgdo de EROs apds 24h de
exposi¢do, utilizando a mesma NP TiO. e a mesma linhagem celular, porém em diferentes
concentragcdes (1000 e 100 pg/mL). Além disso, observaram efeitos genotoxicos a partir da
concentracdo de 1 pg/mL, demonstrando que o estresse oxidativo via ROS nesta linhagem
celular pode causar dano ao DNA associados com o tamanho e a forma cristalina da NP
(PEDRINO et al., 2022).

Outros estudos também corroboram com nossos resultados. O estudo de Gholinejad e
colaboradores relatou aumento na producao de EROs intracelular apds 24h de exposicao a NPs
TiO2 para a concentragdo de 100 pg/mL em células endoteliais humanas (HUVECS), porém
nenhuma alteracdo foi encontrada quando utilizada a concentracdo de 50 pg/mL
(GHOLINEJAD; KHADEM ANSARI; RASMI, 2019), assim como apresentado em nosso
estudo. Brassolatti e colaboradores, utilizando a mesma NP TiO., verificaram aumento na
producdo intracelular de EROs na concentracdo de 100 pg/mL, porém em linhagens de
queratindcitos e fibroblastos de pele humana (BRASSOLATTI et al., 2022).

Além disso, a partir do aumento de ROS gerado pela exposicdo a TiO> NP, outras
alteracdes sdo desencadeadas como a inducdo de genes e consequente secrecdo de fatores
inflamatdrios e expressdo de moléculas de adesdo, 0s quais estdo relacionados a processos pro-
apoptéticos (GHOLINEJAD; KHADEM ANSARI; RASMI, 2019). Estudos demonstraram
aumento na expressao de genes inflamatdrios e secrecdo de fatores pré-inflamatorios, 1L-6 e
TNF, em células endoteliais apds exposi¢do a NP TiO> de anatase (GHOLINEJAD; KHADEM
ANSARI; RASMI, 2019; HAN; NEWSOME; HENNIG, 2013). Os fibroblastos sdo células que
atuam no sistema imune e podem aumentar a secre¢do de IL-6 em condicGes inflamatorias para
ampliar a imunidade, tanto inata quanto adaptativa, devido a modulacéo de linfocitos T e B que
esta citocina promove na fase aguda (BUECHLER; TURLEY, 2018).

Ao contrério dos trabalhos com células endoteliais, nossos resultados demonstraram que

ndo houve aumento na secrecdo tanto de IL-6 quanto de TNF pelos fibroblastos LA-9 apos
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exposicdo de 24h & NP TiO2. Nossos resultados corroboram com o estudo de Bernier e
colaboradores, no qual também néo foi verificado aumento de IL-6 e TNF para a linhagem de
fibroblastos de camundongo L929, ap6s 24 e 48h de exposicdo a NP TiO, de anatase
(BERNIER et al., 2012). Em contrapartida, em linhagens humanas de queratindcitos (HaCaT)
e fibroblastos (HDFn) foi observado menor producdo de IL-6 na maior concentragédo testada
apos exposicdo a mesma NP TiO2 (BRASSOLATTI et al., 2022).

Embora estudos in vitro tenham demonstrado aumento na secrecdo de fatores
inflamatdrios e encontrado uma forte relacdo desses resultados com a estrutura cristalina da NP
TiO2, mostrando que a anatase tem maior papel adjuvante no processo inflamatdrio que o rutilo
(GHOLINEJAD; KHADEM ANSARI; RASMI, 2019; HAN; NEWSOME; HENNIG, 2013;
VANDEBRIEL et al., 2018), nossos resultados e de outros autores demonstram que o perfil
inflamatdrio deve ter grande relacdo com a linhagem celular em questdo (BERNIER et al.,
2012; BRASSOLATTI et al., 2022). Além disso, cabe ressaltar que esta NP TiO, foi
funcionalizada para reduzir os riscos de citotoxicidade o que pode ter contribuido para a ndo
inducdo de uma resposta inflamatoria aguda.

Como via final ao dano resultante do estresse oxidativo encontra-se 0 processo de morte
celular advindo geralmente da apoptose (LIU; TANG, 2020; SONG et al., 2016; WANG, 2001).
A apoptose € um mecanismo de morte celular programada que contribui para a homeostase,
mas que também pode ocorrer como um mecanismo de defesa em resposta a algum dano celular
(ELMORE, 2007). Nossos resultados mostraram que houve aumento de células apoptoticas
apos 24h de exposicdo a NP TiO2 para a linhagem de fibroblastos LA-9 na concentragdo de 150
pg/mL, sendo que o mesmo ndo foi observado para a concentracdo de 250 pg/mL, a qual
apresentou reducdo de viabilidade celular, mudancgas morfoldgicas e aumento na producdo de
EROs. Além disso, esse aumento foi mais expressivo para as células em apoptose inicial.
Pedrino e colaboradores, utilizando a mesma NP TiO- e a mesma linhagem celular, encontraram
aumento de células apoptoticas iniciais para a concentracdo de 100 pg/mL (PEDRINO et al.,
2022).

Outro estudo, utilizando células endoteliais humanas (HUVECs) também relatou
aumento de células apoptdticas inicias para as concentracdes de 100 e 50 pg/mL apos 24h de
exposicdo a NP TiO2, porém na porcentagem geral de células apoptdticas somente a
concentracdo de 100 pg/mL continuou apresentando esse aumento (GHOLINEJAD;
KHADEM ANSARI; RASMI, 2019). Por outro lado, para células de hepatoma humano
(HepG2) foi demonstrado aumento tanto de células apoptéticas iniciais quanto tardias apds 24h

de exposicdo a NP TiO2 em baixas concentra¢es (SHUKLA et al., 2013).
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E relevante ressaltar que a apoptose em seu estagio inicial pode ser revertida quando
submetida a sinais pré-apoptoticos fracos. Células em apoptose inicial que foram induzidas por
p53 podem ter o mecanismo apoptatico revertido se 0 estimulo que desencadeou esse processo
for removido (ELMORE, 2007). Nosso trabalho, assim como outros acima apresentados,
avaliaram a toxicidade aguda, com exposi¢do de 24h somente. Sugere-se que 0 DNA pode
sofrer reparo no inicio do processo apoptotico induzido por p53 e que esse reparo pode ser
responsavel pela reversdo da via de morte celular em algumas circunstancias (ELMORE, 2007).

Devido a possibilidade de reparo do DNA o estudo foi complementado pelo ensaio
clonogénico, que avalia a capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo celular a partir da
formacdo de colbnias, apos a exposicdo de 24h a NP TiO> e posterior retirada desse estimulo.
Destaca-se ainda, que este ensaio é considerado padrdo ouro dentre 0s ensaios de citotoxicidade,
devido a sua maior sensibilidade (BROWNING et al., 2014; FRANKEN et al., 2006). Os
resultados do nosso trabalho demonstram que houve reducdo significativa na formacdo de
colonias celulares dos fibroblastos LA-9 para a concentragdo de 250 pg/mL, o que indica que
a exposicdo a NP TiO2 nessa concentragdo e para essa linhagem desencadeou um processo
citotoxico que possivelmente nao foi corrigido pelos mecanismos da maquinaria celular, acima
descritos.

Jé para as demais concentracfes ndo foi observado reducdo no nimero de col6nias. Este
fato sugere que as células submetidas a concentracdo de 150 pg/mL, que apresentaram
alteracdes na viabilidade e na morfologia celular, além de aumento na producdo intracelular de
EROs e aumento de células apoptdticas, foram capazes de reverter o dano ap06s a remogéo da
NP, possivelmente através de vias de correcdo do DNA, que permitiram que as células
recuperassem seus mecanismos intrinsecos de proliferacéo.

De maneira similar, Uboldi e colaboradores também ndo verificaram diminuicdo de
colbnias para a linhagem de fibroblastos de camundongos 3T3 apds 24h de exposicdo a NP
TiO2, entretanto demonstraram reducdo de coldnias quando as células foram expostas por 72h
a NP TiO2 de rutilo (UBOLDI et al., 2016). Para fibroblastos de pele humana (BJ) também néo
foi observado reducdo de col6nias apo6s 24h de exposicdo a NP TiO2 (BROWNING et al., 2014).
Em contra partida, Coccini e colaboradores observaram reducdo de colénias em células
neuronais apos exposi¢do prolongada a baixas concentracdes de NP TiO2 demonstrando que a
toxicidade estd relacionada tanto ao tipo celular, a concentracdo e ao tempo de exposi¢édo
utilizado (COCCINI et al., 2015).

Apesar da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) ainda

ndo ter um guia especifico para testes in vitro para avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas,
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as metodologias utilizadas neste trabalho para determinar a citotoxicidade séo apresentadas
como as mais utilizadas pela literatura (OECD, 2018).

A partir dos resultados encontrados em modelo in vitro é possivel sugerir que esta NP
TiO> tem efeito citotoxico para a linhagem de fibroblastos LA-9 nas maiores concentrages
testadas quando em exposic¢éo aguda, gerando reducéo de viabilidade celular, estresse oxidativo
e morte celular por apoptose. Apos exposicao aguda e retirada do estimulo (NP), os fibroblastos
indicam uma possivel recuperacdo para a concentracdo de 150 pg/mL, a qual ndo € observada
para a concentracdo mais elevada (250 pg/mL) que apresentou reducdo significativa na
capacidade de proliferacdo e formacdo de colbnias. Tal fato pode estar relacionado ao
mecanismo anti-oxidante presente na célula e acionado nas primeiras horas de exposigdo a NP
TiOz, servindo como uma protecdo com sinal pro-apoptotico fraco e reparo do DNA revertendo
assim a via de apoptose (ELMORE, 2007; GHOLINEJAD; KHADEM ANSARI; RASMI,
2019).

Entretanto, estudos futuros sdo necessarios para investigar melhor os efeitos de uma
prolongada exposicdo a esta NP TiOz na linhagem LA-9, afim de esclarecer se esta
citotoxicidade inicial realmente perdura resultando em danos como relatam trabalhos utilizando
outras NP TiO2, em diferentes linhagens celulares com mecanismo dose e tempo dependentes,
ou se tais efeitos sdo revertidos pelos mecanismos de protecao existentes na maquinaria celular
(BRASSOLATTI et al., 2022; COCCINI et al., 2015; UBOLDI et al., 2016).

ApoOs a penetragdo das NP TiO2 no organismo é possivel que ocorra, além de
citotoxicidade e genotoxicidade, interacdo com as células do sistema imune desencadeando
inflamacdo, neurotoxicidade e gerando danos aos 6rgaos, como pulmdes, figado, rins e cérebro
(RASHID; FORTE TAVCER; TOMSIC, 2021). A principal via de penetracio das
nanoparticulas no corpo é a inalacdo, sendo que apos penetrar, as NP TiO2 sdo transportadas até
os tecidos pulmonares e alcancam os alvéolos sendo direcionadas para o coracdo, figado e
demais 6rgdos (RASHID; FORTE TAVCER; TOMSIC, 2021). Sendo assim, a exposi¢ao in
vivo a NP TiO- foi através da via intranasal por permitir que a NP passe pela cavidade nasal e
dessa forma, na regido olfativa, ha a possibilidade da mesma ser transportada para o sistema
nervoso central (ERDO et al., 2018) permitindo avaliar o potencial efeito neurotoxico ja
relatado para outras nanoparticulas de TiO2 (SONG et al., 2015).

Nossos resultados mostraram que ndo houve alteragéo significativa quanto a ingestéo
de ragdo e gua ou no peso dos animais durante o periodo de exposi¢gdo & NP TiO2. Younes e
colaboradores avaliando toxicidade subaguda em ratos também n&o observou alteracdo no peso

dos animais (YOUNES et al., 2015). Em contrapartida Ze e colaboradores observaram reducéo
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no peso dos camundongos apo6s exposicdo intranasal & NP TiO2, porém para uma exposi¢do
prolongada de 90 dias (ZE et al., 2014).

Vaérios efeitos imunomodulatorios sdo relatados apos a exposicdo a NP TiO2, como
acumulo da NP em orgdos linféides periféricos, alteracbes no numero de células imunes,
viabilidade e funcéo, bem como o aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (LAPPAS,
2015). Para andlise leucocitéria nossos resultados demonstraram que ndo houve aumento de
leucdcitos totais ou mesmo polimorfonucleares, mononucleares ou eosinéfilos tanto no sangue
quanto nos lavados broncoalveolar (LBA) e lavado da cavidade peritoneal (LCP) apds
exposicdo a NP TiO,. J& Yazdi e colaboradores observaram aumento no recrutamento de
neutrofilos no LBA dos camundongos ap6s dose Unica (em torno de 300 pg) a NP TiO2 por
instilacdo intranasal (YAZDI et al., 2010). Morimoto e colaboradores também nao observaram
aumento nos leucocitos totais ou neutrofilos no LBA de ratos apos inalacdo e instilacdo
intratraqueal em baixas concentracfes de NP TiO2 (200 pg). Entretanto houve aumento de
neutrdfilos apds exposicao a alta concentracdo (1000 pg) em 3 dias e 1 semana apos instilacéo
(MORIMOTO et al., 2016).

Também nao foi observado aumento significativo para nenhuma das citocinas avaliadas
(IFN-¥, TNF, IL-6 e IL-10) tanto no plasma quanto no LBA dos animais ap6s exposi¢do a NP
TiO2. Novamente Yazdi e colaboradores demonstraram aumento na secrecdo de TNF e IL-6 no
LBA dos camundongos ap6s exposic¢ao Unica a NP TiO- por instilacdo intranasal (YAZDI et
al., 2010). Park e colaboradores também demonstraram aumento das citocinas IL-6 e 1L-10
apos instilacao intratraqueal Unica a NP TiO> tanto no plasma quanto no LBA dos camundongos
(PARK et al., 2009). J& Ze e colaboradores observaram aumento na expressdo de TNF no
hipocampo de camundongos, entretanto apds 90 dias consecutivos de exposicdo nasal a NP
TiO2 (ZE et al., 2014). Hong e colaboradores demonstraram aumento da expressao proteica de
IFN-¥ no figado dos camundongos, porém apds 6 meses consecutivos de exposicdo oral a NP
TiO2 (HONG et al., 2014).

As nanoparticulas de TiO2 podem causar sensibilizacdo alérgica com aumento dos
niveis do anticorpo IgE (LARSEN et al., 2010). Park e colaboradores também relataram
aumento dos niveis de IgE no soro e no LBA dos camundongos ap6s exposi¢ao com dose Unica
por instilacdo intratraqueal a NP TiO; e avaliacdo apos 3, 7 e 14 dias (LAPPAS, 2015; PARK
et al., 2009). Entretanto nossos resultados mostraram que ndo houve aumento de IgE no LBA
dos animais.

O figado é o principal tecido do organismo que tem como fungdo a desintoxicacéo,

sendo 0 mesmo ativado para eliminar os possiveis efeitos colaterais apos exposi¢do a NP TiO>
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(WANG et al., 2007). Acumulo de nanoparticulas no figado podem causar toxicidade a qual
pode ser demonstrada por disturbios nos indices de funcao hepéatica (TGO/TGP) por exemplo
(R1ZK et al., 2017). Os resultados deste trabalho demonstraram aumento significativo de TGO
apos exposicdo a 250 pg da NP TiOz. Estudos apresentam aumento nos indices de TGO/TGP
nos animais, porém apds exposicdo intraperitoneal ou administragdo oral a NP TiO2 (HONG et
al., 2014; RIZK et al.,, 2017; WANG et al., 2007). Para exposi¢do Unica por instilagdo
intratraqueal as concentrac6es de 1000, 400 e 100 g aproximadamente de NP TiO> e avaliacéo
apos 1, 7 e 14 dias néo foi observado alteracdo nos indices de TGO ou TGP dos camundongos
(PARK et al., 2009).

Devido a exposicdo a NP TiO ter sido por via intranasal foi avaliado o peso dos pulmdes
dos animais, ja que este foi o 6rgao de primeiro contato da NP e haveria a possibilidade de
acimulo no mesmo. Sun e colaboradores observaram aumento no peso dos pulmdes dos
camundongos, entretanto a partir de 15 dias consecutivos de exposigdo intratraqueal a
aproximadamente 200 pg de NP TiO., evidenciando acimulo da NP neste 6rgao (SUN et al.,
2012). Younes e colaboradores também relataram aumento no peso dos pulmdes de ratos
mesmo apds exposicdo intraperitoneal por 2 dias e avaliacdo apds 14 dias da exposicao, a
aproximadamente 400 pg de NP TiO2 (YOUNES et al., 2015).

Entretanto nossos resultados ndo apresentaram aumento no peso dos pulmdes dos
animais para nenhuma das concentracdes apds 4 doses de exposicao intranasal a NP TiO».
Nossos resultados corroboram com o trabalho de Warheit e colaboradores na medida em que
também ndo foi evidenciado aumento no peso dos pulmdes de ratos apds exposicao Unica por
instilacdo a NP TiO: e avaliacdo por até 3 meses ap0s a exposicdo (WARHEIT et al., 2007).

Os estudos in vivo tém demonstrado que as NP TiO2 sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica podendo se acumular no cérebro e causar danos aos neurénios, células da glia
e como consequéncia gerar disfuncdo no sistema nervoso central (SONG et al., 2015). Nossos
resultados demonstraram alteracGes no encéfalo dos animais, para todas as concentracfes de
NP TiO; testadas (500, 250, 100 e 50 pg), como presenca de infiltrado inflamatorio,
edemaciagdo difusa, astrocitose na regido do cortex e presenca de astrocitos gemistociticos. Ze
e colaboradores relataram alteragdes na regido do hipocampo de camundongos, como
proliferacdo de células da glia e degeneracéo celular, apos exposi¢cdo nasal a NP TiO2 por 90
dias consecutivos (ZE et al., 2014). Também ap06s administracdo oral unica a NP TiO2 foi
observado degeneracdo da regido do hipocampo no encéfalo de camundongos (WANG et al.,
2007).
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A inalagdo é a principal rota de entrada das NP TiO> para o organismo, sendo o trato
respiratorio o 6rgdo alvo das NP inalaveis (ZHANG; LI; YANG, 2015). Nossos resultados
mostraram que apos 4 doses de exposicdo intranasal a NP TiO2 no periodo de 14 dias resultou
em alteracdes pulmonares nos camundongos para todas as concentracfes testadas, como
presenca de infiltrado inflamatorio, enfisema, rompimento alveolar e hemorragia
intrabronquial. Sun e colaboradores também observaram alteracfes histopatologicas nos
pulmdes de camundongos, como enfisema pulmonar, hemorragia e infiltrado inflamatorio apos
exposicao intratraqueal & NP TiOz por 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias (SUN et al., 2012). Varios
trabalhos também tém demonstrado a toxicidade pulmonar das NP TiO2 em diferentes modelos
(murino e ratos), vias de exposicao (nasal, intraperitoneal), tempo (aguda e cronica) e diferentes
doses (CHEN et al., 2009; MORIMOTO et al., 2016; PARK et al., 2009; SUN et al., 2012;
WARHEIT et al., 2007).

A andlise histoldgica do figado dos animais demonstrou alteracbes neste 6rgdo apos
exposicdo a NP TiO. para todas as concentraces testadas, como focos de infiltrado
inflamatdrio, tumefacdo e degeneracdo hidropica dos hepatocitos. Além disso, para as
concentragdes de 100 e 50 pg, foram observados hepatdcitos com pigmento intracitoplasmatico
enegrecido, que se sugere ser impregnacao da NP TiO2 no figado, j& que imagens histoldgicas
de pulmdo de ratos ap6s exposicdo a NP TiO. demonstrou a presenca de neutrofilos e
macrofagos fagocitando as NPs e as mesmas tem 0s mesmos aspectos e coloracao encontrados
em nossas imagens (MORIMOTO et al., 2013). Também Qyabu e colaboradores apresentam
imagens de macrofagos fagocitando as NP TiO2 em lavado broncoalveolar de ratos e novamente
0 aspecto e a coloracdo das NPs s&o os mesmos dos encontros neste trabalho (OYABU et al.,
2017).

O resultado de aumento de TGO encontrado para a concentracdo de 250 g corrobora
com as alteracdes histologicas do figado dos camundongos demonstrando que disturbios nos
indices de funcdo hepatica (TGO/TGP) podem indicar toxicidade neste 6rgdo. Outros trabalhos
também demonstraram alteracdes hepéticas tanto em camundongos quanto em ratos apos
exposicao a diferentes concentracdes e diferentes periodos a NP TiO2 (ALARIFI et al., 2013;
CHEN et al., 2009; HONG et al., 2014; YOUNES et al., 2015).

Também foram observadas alteracdes histoldgicas nos rins dos camundongos expostos
a NP TiO> para todas as concentragcdes com presenca de focos de infiltrado inflamatério em
zona cortical bem como focos hemorrégicos, além da presenca de pigmento intracitoplasmético
enegrecido na zona medular nos grupos que receberam 250 e 100 pg que se sugere ser

impregnacdo da NP também neste o0rgdo. Huang e colaboradores tambem demonstraram
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acumulacdo de NP TiO2 nos rins de camundongos apds exposi¢do por instilacdo intratraqueal
com 4 doses por 4 semanas. Além disso observaram alterac6es histologicas bem como fibrose
renal induzida devido ao estresse oxidativo (HUANG et al., 2015). Apos exposicdo cronica a
NP TiO2 por 9 meses consecutivos por via oral, também foi observado fibrose renal em
camundongos (HONG et al., 2015).

Através dos resultados apresentados no modelo in vivo é possivel notar que, ap6s
exposicdo intranasal & NP TiO. com 4 doses no periodo de 14 dias, ndo h& alteracGes
significativas quanto a ingestdo de racéo e dgua e peso dos animais bem como no perfil celular,
de citocinas e anticorpo IgE. Entretanto observa-se alteracdo de fungdo hepética (TGO) para a
concentracdo de 250 pg além de alteraces histoldgicas no encéfalo, pulmao, figado e rins para
todas as concentracdes.

Sugere-se que o mecanismo envolvido na toxicidade observada principalmente nos
0rgdos, mas ndo vista para os outros parametros avaliados, possa ser explicado pela eliminagéo
pré-sistémica ou de primeira passagem, na qual as NPs podem passar pelas células da mucosa
gastrointestinal, figado e pulmao, se acumulando nesses 6rgdos e reduzindo a quantidade de
particulas distribuidas pela circulacéo sistémica para o restante do organismo. Nesse sentido o
figado pode eliminar uma parte significativa das NPs reduzindo os efeitos toxicos em sitios-
alvo pela circulagdo sisttmica, mas pode contribuir para a lesdo dos 6rgdos, principalmente
pulmao, figado e rins devido ao processo de liberacdo das particulas para esses locais
(BARANOWSKA-WOJCIK et al., 2020; KLAASSEN; WATKINS IIl, 2012; RASHID;
FORTE TAVCER; TOMSIC, 2021).

Até o0 presente momento ndo existe um consenso sobre quais parametros devem ser
considerados no momento de classificar uma nanoparticula como toxica ou ndo, tanto para a
salde humana quanto para o meio ambiente. Além disso, é importante destacar a dificuldade
na comparacgdo dos resultados presentes na literatura devido a diversidade de nanoparticulas e
suas diferentes caracteristicas, além dos diferentes tipos de linhagens celulares e modelos
animais com diferentes vias e tempos de exposicdo avaliados.

Cabe ainda ressaltar que as caracteristicas da NP TiO- utilizada neste estudo, devem ser
levadas em consideragdo ao avaliar seus efeitos biolégicos, pois apesar de se tratar de uma
particula de tamanho reduzido (em torno de 3,5 nm) o que a torna uma NP reativa, a mesma
apresenta funcionalizacdo com carboxilato de sédio, que pode contribuir para sua melhor
solubilidade em &gua reduzindo sua toxicidade. Os achados deste trabalho contribuem para o
entendimento dos efeitos agudos desta NP TiO2, porém ainda sdo necessarios estudos que

investiguem seus efeitos em exposi¢Oes prolongadas para definir quais mecanismos celulares e
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sistémicos estdo envolvidos efetivamente na toxicidade desta NP. Além disso, ressaltamos a
necessidade de padronizac6es nos estudo futuros que facilitem as anélises e a comparacéo dos

resultados e auxiliem assim a definir o grau de toxicidade ou ndo do material em estudo.
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6. CONCLUSOES

A NP TiOy utilizada no presente estudo possui funcionalizagdo com ligantes de
superficie de carboxilato de sddio, que melhoram bastante a sua disperséo, e sugere-se que
apresenta forma cristalina anatase. Apresenta também dispersdo heterogénea e tamanho
hidrodindmico em torno de 3,5 nm, aumentando de tamanho no meio DMEM devido ao
processo de aglomeracgdo. Para a linhagem de fibroblastos LA-9 foi observada citotoxicidade
dose e tempo dependentes gerando reducgéo de viabilidade celular, estresse oxidativo e morte
celular por apoptose, sendo que para a concentracdo de 150 pg/mL, hé indicios de uma possivel
recuperacdo celular apos a retirada da NP. No modelo in vivo, a NP TiO2 gerou alteracfes
histopatoldgicas no encéfalo, pulméo, figado e rins dos camundongos apds exposicao intranasal
e avaliacdo no periodo de 14 dias. Para os outros pardmetros avaliados ndo foram observadas
alteracdes, com excecdo do aumento de TGO para a concentracdo de 250 g, o que indica que
esta NP TiO2 pode apresentar um mecanismo de eliminacdo de primeira passagem, na qual a
toxicidade aguda é observada pela lesdo nos 6rgdos em detrimento de outros parametros
avaliados reforcando a necessidade de estudos de exposic¢do prolongada.

Em suma, a avaliacéo da toxicidade aguda desta NP TiO2 demonstrou efeitos citotdxicos
para a linhagem de fibroblastos LA-9 bem como efeitos toxicos sistémicos apds exposicdo
intranasal em camundongos Balb/c. Estudos de exposicdo prolongada a esta NP podem
complementar o entendimento dos mecanismos de toxicidade e contribuirem para a seguranca

na sua utilizacdo em diversas areas.
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a Universidade Federal de Séo Carlos
5 Pesquisa ul Yoz

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de S&o Carlos
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ANEXO B - Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais — UFSCar

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o
. Universidade Federal de Séo Carlos
3 Pesquisa ""l:k'I AL

Sao Carlos, 24 de setembro de 2018
CEUA N 9954280318

limo(a). Sr(a).

Responsdvel: Ana Carolina Maragno Fattori
Area: Morfologia E Patologia

Fernanda De Freitas Anibal (orientador)

Titulo da proposta: "Avaliagdo dos efeitos de novas nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) utilizando modelos experimentais in
vitro e in vivo".

Parecer Consubstanciado da Comissio de Etica no Uso de Animais UFSCar

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU a Emenda (versdo de 13/setembro/2018) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "O projeto que primeiramente submeti ao CEUA previa a utilizagao de 4 tipos diferentes de
nanoparticulas de TiO2 e dessa forma os grupos experimentais eram de acordo com o tipo de particula. Entretanto a universidade
colaboradora deste projeto, e que realiza a sintese da nanoparticula, nos enviou e sugeriu o teste de um Unico tipo de particula, de
TiO2 de 2,5 a 3 nm e com o ligante carboxilato de sédio, em diferentes quantidades de exposi¢ao. Dessa forma, os grupos
experimentais se mantém, porém a particula utilizada seré a descrita acima e 0s grupos experimentais serdo de acordo com
diferentes quantidades de exposicdo dessa mesma particula (50, 100, 250 e 500 ug) como é descrito no projeto alterado em anexo
(Item 3.3.2). Também incluimos um ensaio piloto (descrito no projeto em anexo - Item 3.3.3) para testarmos duas quantidades de
exposicao a nanoparticula que estdo nos extremos das quantidades escolhidas com base na literatura. Para este piloto é necessario
aumentar 15 animais ao N amostral da espécie escolhida. A partir deste ensaio piloto seré possivel observar se ha toxicidade acima
ou abaixo das quantidades de exposicao escolhidas, podendo ser feito, se necessario, uma alteracdo nas quantidades de exposicao
da nanoparticula nos grupos experimentais. Segundo a literatura, para teste de toxicidade, deve-se utilizar animais com um peso
um pouco maior. Sendo assim, ao invés de utilizar camundongos fémeas BALB/C de 4 a 6 semanas, utilizaremos animais de 8 a 10
semanas, pesando de 18 a 22 g para o total de animais que serdo utilizados neste projeto, incluindo o ensaio piloto. ".

Comentario da CEUA: "".

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos
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