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RESUMO

Nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO2) sdéo comumente usadas em
muitos produtos industriais. Por conseguinte, seu consumo diario por seres humanos
é estimado em 5,4 mg dia, o que acarreta em um aporte no ambiente de 4,2 mg dia’
! por pessoa, podendo ou ndo receber um tratamento apropriado antes do seu
despejo. Foram avaliadas a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de NP-
TiO2 para a linhagem permanente derivada de figado de peixe-zebra (Danio rerio)
(células ZF-L). Antes da avaliacao do potencial toxico das nanoparticulas, foi realizada
uma caracterizagédo cuidadosa em meio de cultura com e sem a adi¢éo de soro fetal
de bovino (SFB). A caracterizagcao em termos do tamanho fisico da nanoparticula (NP)
foi realizada utilizando um microscopio eletronico de transmissao (TEM); os tamanhos
hidrodindmicos dos aglomerados e as cargas de superficie foram acessados por
medidas de DLS (diameter light scattering) e potencial zeta, respectivamente
utilizando um espectrofotdmetro. A viabilidade celular foi avaliada por trés ensaios
diferentes, o ensaio de exclusdo do corante azul de tripano (integridade de
membrana), ensaio de reducdo do sal MTT (atividade metabdlica mitocondrial) e
ensaio de retencdo do corante vermelho neutro (viabilidade dos lisossomos). A
inducéo de apoptose e necrose foi avaliada por citometria de fluxo. A genotoxicidade
foi determinada pela observacdo da fragmentacdo do DNA por meio do ensaio do
cometa, enquanto a mutagenicidade foi determinada pelo ensaio de microndcleos com
bloqueio da citocinese. A analise DLS mostrou que o SFB foi eficaz quanto a disperséo
das nanoparticulas e preveniu a formacao de grandes aglomerados, o que permitiu a
obtencéo de respostas mais robustas relativas a toxicidade real das nanoparticulas.
Apdbs 24 horas de tratamento, houve ruptura das membranas celulares diminuindo a
viabilidade celular a 35,33%, na concentracdo mais elevada (1,0 pg mL™?). A atividade
metabolica mitocondrial manteve-se inalterada, mas foi possivel detectar a
proliferacéo dos lisossomos, que foi atribuida principalmente a endocitose das NP. A
inducao de apoptose foi de 50,4%, e de necrose de 13,9%, ambos na concentragao
1,0 ug mL* NP-TiO2. No caso da necrose, um resultado 10 vezes maior do que o
apresentado pelo controle negativo. Necrose e apoptose somadas indicaram a
diminuicao da viabilidade celular a 35,7%. O teste do cometa mostrou a fragmentacéo
do DNA, também foi possivel observar a formagéo de micronucleos, pontes e brotos

demonstrados pelo ensaio do micronucleo. Em geral, este estudo demonstrou que as
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NP-TiOz2, ap0s 24 horas de exposicao, afetam significativamente a viabilidade celular
e causam danos ao DNA, gue podem se tornar irreversiveis. Em concluséo, este
estudo mostrou o potencial citotoxico, genotoxicos e mutagénico das NP-TiO2 para
células ZF-L. Respostas mitocondriais e dos lisossomos requerem novos estudos

quanto ao efeito das NP-TiO2z sobre essas organelas.

Palavras chave: viabilidade celular; mitocdndria; lisossomo; apoptose; necrose;

micronucleos.
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ABSTRACT

Titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NP) are commonly used in many industrial
activities. Consequently, the daily consumption by humans is estimated in 5.4 mg day,
with an input in the environment of 4.2 mg day per person, receiving or not appropriated
treatment before disposure. The cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity of TiO2-NP
were investigated using the established fish cell line derived from zebrafish (Danio
rerio) liver (i. e. ZF-L cells). Prior to the evaluation of nanoparticle’s toxic potential, a
careful characterization was realized in culture medium in the presence or not of fetal
bovine serum (FBS). Regarding to the characterization in terms of size was accessed
using a transmission electron microscope (TEM), the agglomeration potential and
surface charge were accessed by diameter light scattering (DLS) and zeta potential
measurements, respectively, using a spectrophotometer. TiO2-NP in environmentally
relevant concentrations were tested for cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity. Cell
viability was accessed by four different tests, the trypan blue assay (membrane
integrity), MTT reduction assay (mitochondria), neutral red retention assay
(lysosomes) and finally, induction of apoptosis and necrosis. Genotoxicity was
determined by observing the fragmentation of DNA by the comet assay, while
mutagenicity was determined by Cytokinesis-block micronucleus technique. The
characterization showed that the FBS was effective in dispersing the nanopatrticles and
prevent the formation of large agglomerates allowing robust responses on the real
toxicity of NP. After 24 hours of treatment, there was cell membranes rupture,
decreasing cell viability to 35.33%, at the highest concentration (1.0 yg mL™%).
Mitochondrial metabolic activity remained unchanged, but it was possible to detect the
proliferation of lysosomes, which was mainly attributed to the NP endocytosis. The
induction of apoptosis was 50.4%, and necrosis was 13.9%, both in the concentration
1.0 uyg mL* TiO2-NP. In the case of necrosis, a result 10 times greater than that
presented by the negative control. Added necrosis and apoptosis indicated a decrease
in cell viability to 35.7%. The comet test showed the fragmentation of the DNA, it was
also possible to observe the formation of micronuclei, bridges and shoots
demonstrated by the micronucleus assay. In general, this study demonstrated that
TiO2-NP, after 24 hours of exposure, significantly affect cell viability and cause DNA
damage, which may become irreversible. In conclusion, this study showed the
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of TiO2-NP for ZF-L cells. Mitochondrial
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and lysosome responses require further studies on the effect of TiO2-NP on these

organelles.

Keywords: cell viability; mitochondria; lysosome; apoptosis; necrosis; micronuclei.
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1. Introducéo

1.1. Nanomateriais engenheirados

Os nanomateriais (NMs) existem de forma natural provavelmente desde o Big
Bang. Contudo, ha particular interesse nos nanomateriais engenheirados (NMES),
fabricados para melhorar as caracteristicas de diversos produtos comerciais
(SUTARIYA; PATHAK, 2014).

Richard Feynman, laureado com um prémio Nobel, foi um dos primeiros a
reconhecer o potencial dos materiais em nanoescala para a sociedade industrial. Ele
descreveu o processo de manipulacao de &tomos em nanoescala, tecnologia que em
1974 foi oficialmente denominada de nanotecnologia (SRIVASTAVA; GUSAIN;
SHARMA, 2015).

Dentre os NMEs, podemos citar os baseados em carbono, como os fullerenos e
nanotubos de carbono: nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNT) ou
nanotubos de carbono multicamadas (MWCNT); as nanoparticulas inorganicas a base
de 6xidos metalicos (TiO2z, ZnO, Al203, Fe304, Fe203, CeOz, etc.), ou metélicas (ouro,
prata, aluminio e ferro); os pontos quanticos (sulfeto de cadmio e seleneto de cadmio);
os dendrimeros (que séo polimeros de tamanho nano construidos a partir de unidades
ramificadas que podem ser adaptados para desempenhar funcdes quimicas
especificas) e os compadsitos, que combinam as nanoparticulas (NPs) com outras NPs
ou com materiais de dimensfes maiores (SRIVASTAVA; GUSAIN; SHARMA, 2015).

O tamanho reduzido (1 a 100 nm) (Fig. 1) confere aos NMs caracteristicas
particulares, como estrutura cristalina, grande &rea de superficie de contato,
capacidade de adsorcdo, agregacdo e aglomeracdo (AUFFAN et al., 2010;
PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010). Outras caracteristicas, por exemplo,
capacidade de catalise aumentada e melhor resisténcia mecéanica levaram a um
aumento consideravel do seu uso em diversos seguimentos industriais
(MASCIANGIOLI; ZHANG, 2003).



Pagina |2

Figura 1 - Escala relativa de nanomateriais sintéticos em comparagdo com
biomacromoléculas e células naturais.
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Extraido de Chatterjee et al. (2011).

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar (Fig. 2), que expandiu
rapidamente desde os anos 90 (BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA; GOLIMOWSKI,
URBAN, 2009) e movimentou, globalmente, cerca de US $1,2 bilhdes em 2013, com
estimativas de que em 2019 esse valor atinja os US $4,2 bilhdes (BCC Research
Nanotechnology Report, 2014).

Figura 2 — Segmentos que utilizam materiais em
nanoescala.

Extraido de Segala (2009).
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Estima-se ainda, que entre 2003 e 2004 a producdo global de NMEs,
considerando somente sua incorporacdo em protetores solares, tenha sido de
aproximadamente 1.000 toneladas, consistindo principalmente de nanoparticulas de
dioxido de titanio (NP-TiO2) (PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010). Em 2013,
esse consumo de NMEs atingiu a marca de 190.562 toneladas m, e deve chegar a
584.984 toneladas m* em 2019 (BCC Research Nanotechnology Report, 2014).

Desta forma, se considerarmos que os NMEs estdo atualmente presentes em
mais de 800 produtos no mercado, podemos concluir que esta é a principal fonte de
aporte desses materiais para o meio ambiente (Fig. 3 ). Contudo, apesar do crescente
investimento em nanotecnologia, que impulsiona e movimenta o mercado mundial,
ainda sao escassos 0s investimentos em estudos que visam investigar o potencial
toxico desses NMEs, gerando grande preocupacdo em relacdo a sua presenca no
ambiente (AUFFAN et al., 2010; CHATTERJEE, 2008; CHOI et al., 2010;
PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010).

Figura 3 — Principais fontes de aporte e interagdo dos NMs com organismos Vivos € 0
meio ambiente.
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Disponivel em: https://chem.uiowa.edu/grassian-research-group/impact-manufactured-
nanomaterials-metal-and-metal-oxides-the-environment
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1.2. Nanoparticulas de diéxido de titanio (NP-TiO2)

O titanio (Ti) € o nono elemento mais abundante na crosta terrestre e, devido a
sua grande afinidade para o oxigénio e outros elementos, ndo existe no estado
metélico na natureza. O Ti metdlico, o didxido de titanio (TiO2), e o tetracloreto de
titanio (TiCls) sdo os compostos mais amplamente utilizados na industria, sendo o TiO2
0 Oxido de ocorréncia natural. O TiO2 € um po branco e inodoro, ndo combustivel, com
um peso molecular de 79,9 g /mol, ponto de ebulicdo 2972 °C, ponto de fusdo 1843
°C, e densidade relativa de 4,26 g /cm® a 25 °C. TiO2 é um material particulado de
dificil solubizacéo que tem sido amplamente utilizado como pigmento branco (SHI et
al., 2013).

O TiO2 pode ser encontrado em trés fases cristalinas diferentes: brookita,
anatase e rutilo. Sendo que a fase de brookita € uma fase instavel e, por isso, é de
muito pouco interesse comercial. A fase rutilo é formada a temperaturas elevadas,
enguanto que a fase anatase € formada a baixas temperaturas. Ambas as fases,
anatase e rutilo apresentam estrutura cristalina tetragonal (Fig. 4) (CASTANEDA et
al., 2003; TORRES-TORRES et al., 2010). Alguns estudos sugerem gque anatase tem
maior potencial toxico que rutilo por ser mais reativa (PETKOVIC et al., 2011; XUE et
al., 2010), e que TiOz2 fino (na forma rutilo) € quimicamente inerte, entretanto, NP-TiO2

sé&o normalmente uma mistura dessas duas formas (SHI et al., 2013).
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Figura 4 — Esquema representativo das formas mais comuns de NP-
TiO2. Rutilo (A); Anatase (B).
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Extraido de Brand&o (2008).

Devido ao seu tamanho diminuto, TiO2 em nanoescala possui caracteristicas
diferentes comparadas ao TiOz fino. Isso ocorre porque uma grande porcéo de atomos
esta presente na superficie das NPs, o que Ihes confere propriedades de superficie,
tais como o nivel de energia, estrutura eletronica, e reatividade bastante diferentes
dos estados interiores (SHI et al., 2013). NP-TiO2 séo transparentes a luz visivel,
altamente absorventes de raios ultravioleta (UV), iridescentes e possuem
propriedades fotocatalisadoras (AUFFAN et al., 2010). O seu uso tém sido bastante
comum na fabricacdo de diversos produtos téxteis e eletrénicos, medicamentos, na
fotodegradacdo de poluentes na agua (CERRADA et al., 2008; PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010; ZHANG et al., 2007), além de cosméticos e protetores
solares (MELQUIADES et al., 2008; SERPONE; DONDI; ALBINI, 2007).

Somente em 2005, a produgéo de NP-TiO2 foi de 2.000 toneladas, equivalendo
a um investimento de US $70 milhdes. Desta producdo, 1.300 toneladas foram
empregadas em produtos de cuidados pessoais, como cosméticos e protetores
solares. Em 2010, essa producdo aumentou para 5.000 ton, e deve continuar



Pagina |6

aumentando. Estima-se que o consumo de NP-TiO2 por pessoa em 2012 tenha sido
de aproximadamente 5,4 mg dia! (KISER et al., 2009; WEIR et al., 2012).

NP-TiO2 presentes em alimentos, produtos de consumo e de uso domeéstico séo
descarregados no ambiente como fezes, urina ou residuos de banho ou da limpeza
de superficies. Embora estacbes de tratamento de aguas residuais (ETAR) sejam
capazes de remover a maioria dos NMs, cerca de 10-100 pg L ainda permanecem
nos efluentes, apresentando particulas de NP-TiO2 que medem entre 4 e 30 nm. Estes
NMs sédo entéo liberados em aguas de superficie, onde eles podem interagir com os
organismos vivos (KISER et al., 2009; WEIR et al., 2012; WESTERHOFF et al., 2011).

1.3. Peixes como biomarcadores ambientais e o papel do peixe zebra

como modelo experimental

Os ecossistemas aquaticos estao suscetiveis a entrada de inUmeros poluentes
quimicos que podem comprometer a biota endémica, bem como para a homeostase
continua destes ecossistemas (BABICH; BORENFREUND, 1991).

Os peixes representam o maior e mais diversificado grupo de vertebrados, esses
organismos sédo capazes de se adaptar a uma grande variedade de ambientes,
ocupam um importante papel na cadeia trofica, mas sdo sensiveis a contaminacao
ambiental. Desta forma, sdo considerados excelentes modelos experimentais em
ecotoxicologia (POWERS, 1989; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O peixe zebra (Danio rerio, Hamilton, 1822) tem sido usado em muitos estudos
de toxicologia, principalmente por ter um ciclo rapido de reproducéo, desenvolvimento
precoce, genoma sequenciado e apresentar importante homologia com os mamiferos
(aproximadamente 70%) (BARBAZUK, 2000; EIDE et al., 2014). Além disso,
atualmente, como alternativa a ensaios in vivo, tém sido desenvolvidas técnicas que
permitem o cultivo de células de peixe (in vitro), reforcando ainda mais o crescente

papel do peixe zebra como modelo experimental (BOLS; LEE, 1991).
1.4. Sistemas in vitro e alinhagem celular estabelecida ZF-L

A ecotoxicologia € uma ciéncia interdisciplinar que considera, de forma holistica,

0s processos fisico-quimicos, fisiolégicos, moleculares, toxicoldgicos e ecoldgicos.
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Além disso, aborda as interacdes entre as substancias quimicas presentes no
ambiente e a biota, focando nos efeitos adversos em diferentes niveis de organizacao
biolégica, desde o nivel molecular, celular, tecido, érgao e organismo, até populacées
e ecossistemas. Desta forma, estudar os efeitos de xenobibticos in vitro € tao
importante quanto estuda-los in vivo. Isso porque a interacdo entre os produtos
guimicos e a biota ocorre, primariamente, na superficie do organismo ou a nivel celular
(FENT, 2001).

A avaliacdo das respostas celulares, frente a exposicdo a um poluente, nos
permite detectar precocemente os efeitos da toxicidade, uma vez que alteracbes
celulares podem influenciar no crescimento, desenvolvimento, saulde e,
consequentemente, na reproducéo de individuos (FENT, 2001). Sistemas in vitro (Fig.
5) desempenham um papel importante em avaliagdes de toxicidade, pois permitem
avaliar os efeitos de poluentes de forma controlada, mais eficiente e com melhor custo-
beneficio, possibilitando melhorias no delineamento de estudos in vivo (ARORA,
RAJWADE; PAKNIKAR, 2012; BOLS et al., 2005; FENT, 2007; HUANG; WU;
ARONSTAM, 2010).

A linhagem celular estabelecida ZF-L (Fig. 6) € derivada de um grupo de cerca
de 10 figados de peixes adultos da espécie Danio rerio, conhecida popularmente
como peixe zebra ou paulistinha. Essa linhagem apresenta morfologia tipica de
células epiteliais, sdo aderentes e devem ser mantidas a 28 °C com CO:2 atmosférico.
Em geral, a duplicacéo celular ocorre a cada 72 horas, sendo que o seu crescimento
€ altamente dependente da densidade celular (HE, 2010). Células ZF-L exibem um
cariotipo hipodipléide com nimero modal de cromossomos de 46 (2n = 50). Células
ZF-L também apresentam enzimas de tecido hepéatico, como a alanina
aminotransferase, o aspartato transaminase, a glicose-6-fosfatase e a fosfatase
alcalina, além de sintese de albumina sérica (GHOSH; ZHOU; COLLODI, 1994;
MIRANDA et al., 1993).

A expressdo de niveis enzimaticos de EROD e da dimetilbenzantraceno
hidroxilase (DMBA-OH), que sdo enzimas relacionadas com o citocromo P450,
também ja foi descrita para essas células. E importante ressaltar que as culturas de
células ZF-L continuam a exibir propriedades caracteristicas de células do parénquima

hepatico, mesmo apds 100 geracdes, tornando-as excelentes modelos experimentais



Pagina |8

para estudos de metabolismo e formacdo de metabdlitos em células de figado
(GHOSH; ZHOU; COLLODI, 1994; MIRANDA et al., 1993).

Figura 5 — Esquema da utlizacdo de linhagens celulares de peixes como modelos
experimentais na ecotoxicologia.
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1.5. Testes in vitro como ferramentas de avaliagcdo citotoxica,

genotoxica e mutagénica

O ensaio de exclusdo do corante azul de tripano € um teste de citotoxicidade
utilizado para determinar o niumero de células viaveis presentes em uma suspensao
celular. Baseado neste ensaio, as células cujas membranas estao intactas excluem o
corante azul de tripano. Esta € uma técnica de medicéo simples e rapida, contudo, é
considerada subjetiva, pois € determinada indiretamente pela integridade da
membrana celular. Isso porque células invidveis podem apresentar membranas
intactas, ou ainda, células viaveis podem apresentar rupturas nas membranas.
Entretanto, rupturas nas membranas podem ser de reparadas, e as células podem
tornar-se novamente viaveis. Além disso, pequenas quantidades de absorcdo do

corante podem passar despercebidas (STROBER, 2001).

O ensaio MTT € um ensaio colorimétrico que avalia a viabilidade celular em
estudos de proliferacéo e citotoxicidade. Este ensaio baseia-se na reducao do sal de
tetrazolio (de cor amarela) em cristais de formazano (um composto de cor roxa). A
absorbéancia obtida é diretamente proporcional a capacidade metabdlica das
mitocdndrias, e serve como indicativo da quantidade destas organelas presentes na
amostra (SYLVESTER, 2011).

Outro teste muito utilizado para avaliar a citotoxicidade € o ensaio de retencéo
do corante vermelho neutro, que avalia a viabilidade celular baseado na capacidade
das células viaveis para incorporar e reter o corante vermelho neutro nos lisossomos.
O corante atravessa as membranas celulares por difusdo passiva, concentrando-se
nos lisossomos. A absorbancia obtida € diretamente proporcional a capacidade dos

lisossomos para reter o corante vermelho neutro, assim como a capacidade das
células manterem gradientes de pH (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).

Em nanotoxicologia, os efeitos citotéxicos podem ocorrer apenas quando células
sao expostas a concentracées muito altas, em contrapartida, efeitos a nivel molecular
podem surgir em concentra¢cées mais baixas, sem necessariamente causar a morte
das células. Um dos efeitos mais importantes € a fragmentacdo do DNA, geralmente
atribuida ao estresse oxidativo causado por um aumento na presenca de espécies

reativas de oxigénio (EROs) (KARLSSON, 2010), altamente reativas quimicamente, o
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gue lhes permite reagir com 0 DNA e proteinas, podendo provocar a morte das células
por apoptose ou necrose (ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012)

Diferentes metodologias sao aplicadas para detectar morte celular e distinguir
entre a apoptose da necrose celular. Essas metodologias baseiam-se geralmente nas
caracteristicas morfologicas (reducdo do volume celular, formacdo de vesiculas na
membrana e condensacao da cromatina) e bioquimicas (atividade de endonucleases
e clivagem do DNA em sitios nucleossomais) apresentadas pelas células (Figura 7)
(VAN ENGELAND et al., 1996). No ensaio de apoptose e necrose por citometria de
fluxo, a fosfatidilserina (FS) pode ser detectada por marcacao fluorescente com
Anexina V. As anexinas constituem uma familia de proteinas de ligacdo de
fosfolipidios dependentes do céalcio que se ligam preferencialmente a FS, localizada
na face interna da membrana plasmatica. Apos o inicio da apoptose, FS é translocada,
por movimento flip-flop, para a face protoplasmatica da membrana, contudo, a
integridade da membrana é mantida. No inicio da apoptose, a membrana plasmatica
exclui corantes de viabilidade, como o iodeto de propidio. No entanto, nas células em
apoptose final, a membrana celular € rompida permitindo assim que a Anexina V tenha
acesso ao interior da célula. O iodeto de propidio é usado para distinguir células em
apoptose final (anexina V-positivo, iodeto de propidio-positivo) e células necréticas
(anexina V-negativo, iodeto de propidio-positivo) das células em apoptose em estagio
inicial (anexina V positivo, iodeto de propidio-negativo) (CASCIOLA-ROSEN et al.,
1996; VAN ENGELAND et al., 1996).
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Figura 7 — Representacdo de morte celular: apoptose e necrose.

APOPTOSIS g NECROSIS

¥ g)
v f

5"':9 « @®  cellshrinking
o 4

Blebbing [

% : . Nuclear
condensation

Swelling of the cell
and organelles

Blebbing (cont.)
Nuclear
condensation
and
fragmentation Rupture of the
celular membrane
Cell content
release

Cell content f :
P Barmailon:of release (cont.) \
i /. @ : : \
""; O apoptotic bodies o ior activation ;
e

. { ‘
’ f‘_ - Posterior of an Inflamatory ,\ }

@ fagocitosis response G J ‘ ;
L & of the apoptotic \ - ‘
# bodies by “xie
macrophages e

Disponivel em:  http://www.scienceinschool.org/content/cell-spotting-%E2%80%93-
let%E2%80%99s-fight-cancer-together



Pagina |12

As NPs, em geral, também podem ter acesso ao nucleo e, consequentemente,
ao DNA, como ja foi descrito para nanoparticulas de silica (40-70 nm) (CHEN;
VONMIKECZ, 2005) e nanoparticulas de prata (6-20 nM) (ASHARANI et al., 2009).
Isso pode ocorrer durante a mitose, quando ha desorganizacao da membrana nuclear,
facilitando interacBes com o0 DNA (GONZALEZ; LISON; KIRSCH-VOLDERS, 2008).

O ensaio cometa ou SCGE (Single cell gel eletrophoresis assay) foi desenvolvido
primeiramente por Ostling e Johanson em 1984 para analisar quebras dos filamentos
de DNA em condi¢gbes neutras. Em 1988, Singh et al. desenvolveram uma versao
alcalina (pH > 13) do método (KARLSSON, 2010), que permite a deteccdo de quebras
de fita dupla do DNA e também quebras de fitas simples e sitios alcali-labeis (TICE et
al., 2000).

Uma outra forma de avaliar os danos causados ao DNA ¢é a partir do ensaio do
micronucleo. Microndcleos sdo compostos por cromatina proveniente de quebras
cromossOmicas ou ainda de cromossomos inteiros. A partir deste ensaio, pode-se
ainda observar outras aberracbes cromossdmicas tais como pontes
nucleoplasmaticas e brotos. Tais aberracdes s6 podem ser observadas apOs as
células terem completado ao menos um ciclo de divisdo, desta forma, a utilizacdo da
citocalasina B, impede a citocinese gerando células binucleadas, facilmente
identificaveis (FENECH, 2000).
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2. Justificativa

A tendéncia natural dos nanomateriais para formar aglomerados tem sido
discutida como um fator de interferéncia em estudos de toxicidade. Entretanto, tal
interferéncia pode ser atenuada com a utilizagcdo de agentes dispersores como a
albumina sérica humana ou o soro fetal bovino, facilitando a internalizacdo dos
nanomateriais pelas células (JI et al., 2010; SAUER et al., 2015; SCHAEFER et al.,
2012).

Desta forma, considerando o exposto acima, apesar de TiO2 ser considerado por
alguns autores como inerte e ndo-toxico (KISER et al., 2009; ZHANG et al., 2007),
devido as diferentes propriedades fisico-quimicas apresentadas pelas NP-TiOz, se faz
necesséria uma avaliagdo cuidadosa sobre os efeitos adversos que estas possam
causar ao meio ambiente e a saude humana (SHI et al., 2013; WEIR et al., 2012).

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
Considerando a crescente utilizacdo de NP-TiO2 nos mais diferentes
segmentos industriais e o consequente aporte dessas NPs nos ambientes aquaticos,
0 presente estudo teve por objetivo identificar os possiveis efeitos das NP-TiO2 para
hepatocitos de peixe-zebra (linhagem celular estabelecida ZF-L), in vitro, utilizando

biomarcadores citogenéticos.

3.2. Objetivos Especificos
o Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentracfes de NP-TiO2z para células
ZF-L ap0s exposicdo de 24 horas, empregando-se 0s ensaios de reducao do sal MTT,
ensaio de exclusdo do corante azul de tripano, ensaio de retencdo do corante
vermelho neutro e ensaio de inducéo de apoptose e necrose;
o Avaliar a fragmentagcdo do DNA de células ZF-L expostas as NP-TiOz,
empregando-se o ensaio do Cometa,
o Avaliar a fixacdo de danos no DNA de células ZF-L expostas as NP-TiOz,

empregando o ensaio do micronucleo (MN).
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4. Materiais e Métodos
4.1. Meios de Cultivo e reagentes quimicos

NP-TiO2 em p6 (AEROXIDE® TiO2 P 25) foram adquiridas da Evonik Degussa
Brasil Ltda (80% anatase e 20% rutilo, 99.5% de pureza, tamanho médio de 21 nm e
superficie especifica de 50 + 15 m? g1). O meio de cultivo RPMI 1640 e a solugéo
antibiotica/antimicética (10.000 unidades de penicilina; 10 mg de estreptomicina; 25
ug de anfotericina B mL) foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. L-USA). O meio de
cultivo Leibovitz L-15, o soro fetal bovino (SFB) e a tripsina foram adquiridos da

Cultilab materiais para cultura de células Ltda (Campinas-SP, Brasil).
4.2. Linhagem celular ZF-L

Células da linhagem estabelecida (ZF-L) derivada de figado de peixe zebra
(Danio rerio) (ZF-L) (06/10/2004-BCRJ No: 0256/303, passagens de 9-17) foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Duque de Caxias-RJ, Brasil
e cultivadas em frascos de cultivo de 75 cm? em meio de crescimento contendo: 50%
Leibovitz L-15; 40% RPMI 1640; 0.1% antibiético/antimicético, suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a 28°C, em estufa com CO2 atmosférico.

4.3. Caracterizacéo e dindmica das NP-TiO2 em suspenséao

Foi preparada uma solugéo estoque de NP-TiO2 na concentragéo de 500 ug mL-
1 em H20 deionizada e armazenada a 4 °C no escuro. A caracterizacéo das NP-TiOz,
com relacdo ao tamanho das particulas, potencial de aglomeracédo e cargas de

superficie, foi realizada conforme recomendado por Gulledge (2007).

A partir da solucdo estoque, previamente sonicada por 30 minutos em banho
ultrassonico (frequéncia de 40 KHz, Q335D, QUIMIS, Diadema-SP, Brasil) foram
preparadas amostras de NP-TiO2 em meio de cultivo com ou sem soro fetal bovino
(SFB), nas concentracdes finais de: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 25,0; 50,0 e 75,0 ug mL?. Os
tamanhos hidrodindmicos dos aglomerados de NP-TiO2 (DLS - diameter light
scattering) e medidas de potencial zeta foram avaliados utilizando um
espectrofotometro por espalhamento de luz (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Intruments, Westborough, MA, EUA). O tamanho das NP-TiO:z foi acessado utilizando

um microscoépio eletrénico de transmissdo (MET) (Philips CM-120, FEI Co., Hillsboro,
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Oregon, USA). O maior diametro visivel de NPs (n = 30 imagens) foi medido utilizando
um programa de andlise de imagem (Image-Pro Plus 6.0, Media Cybernetcs, MD-
USA).

A partir da solugéo estoque de NP-TiO2, sonicada por 30 minutos antes de cada
experimento, foram realizadas diluicdes em meio de cultivo, como descrito no item
3.2, obtendo as concentragées: 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 ug mlt, que foram utilizadas nos
experimentos de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade. Os resultados dos
ensaios foram comparados com um controle negativo (CN, meio de -cultivo
suplementado com SFB). Os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade foram
comparados também com um controle positivo (CP, metil metano sulfonato (MMS)
1mM, por 4).

4.4. Viabilidade Celular

4.4.1. Ensaio de exclusao do corante azul de tripano

O ensaio foi realizado de acordo com Strober (1997), com algumas modificacoes.
As células foram semeadas em placas de 24 pocos a densidade de 1.0x10° células
por poco e incubadas por 24 horas para estabilizacdo. Em seguida, as células foram
expostas as NPs. Apos 24 horas de exposicdo, as células foram lavadas 2 vezes com
PBS livre de Ca* e Mg*? (136,9 mM NacCl; 2,7 mM KCL; 1,5 mM KH2POQOgs; 8,1 mM
Na2HPOa) e tripsinizadas. Em eppendorf, aliquotas de 20 pL de suspenséo celular de
cada tratamento foram homogeneizadas com 20 pL de corante azul de tripano. Dessa
mistura, 10 pL foram tomados e depositados em uma camara especifica, utilizada para
fazer a contagem de células viaveis em um contador automatico (TC20'™ Cell Counter,
Bio-Rad, Sao Paulo-SP, Brasil), realizada em triplicata. A percentagem de células
viaveis (ndo coradas) e ndo-viaveis (coradas em azul) foi calculada de acordo com a
Equacéo: Células viaveis = (Total de células viaveis / Total de células contadas) * 100.

O experimento foi realizado em triplicata (em diferentes periodos).

4.4.2. Ensaio MTT (brometo de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio)

Antes do ensaio definitivo, o ensaio foi validado a partir da investigacdo da

influéncia de propriedades fotocataliticas das NP-TiO2 que poderiam catalisar reactes
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redox de moléculas adsorvidas a sua superficie. Para isto, células ZF-L foram
semeadas em placas transparentes de 96 pocos, em colunas alternadas (colunas com
e sem células) a densidade de 2,5x10° células por poco e incubadas por 24 horas em
estufa a 28 °C, com CO2 atmosférico. Apos estabilizacdo, os po¢cos com células foram
expostos as concentracdes 0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1 ug mL* de NP-TiO2 por 24 horas.
Ao final da exposicéo, somente 0s pocos contendo células foram lavados 2 vezes com
PBS e foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT (0,5 mg mL1). Simultaneamente,
0s pocos sem células foram tratados com as mesmas concentracdes de NP-TiOz,
porém diluidas em solugdo de MTT (0,5 mg mL™?) contendo SFB. As placas foram
incubadas por 4 horas, em seguida foram adicionados 200uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e homogeneizado com auxilio de micropipeta multicanal. A absorbéncia de
cada amostra foi determinada em leitora de microplacas (SpectraMax® M5 Multi-
Mode, Molecular Devices, USA) a 540nm.

Apos a validagéo, a citotoxicidade das NP-TiO: foi avaliada pelo método de
reducdo do sal MTT (MOSMANN, 1983). As células foram semeadas em placas
transparentes de 96 pocos a uma densidade de 2,5x10° células por poco e incubadas
por 24 horas de estabilizacdo, em estufa a 28 °C, com CO: atmosférico. Em seguida,
as células foram expostas as NPs por 24 horas. ApGs a exposi¢ao, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS e foram adicionados 100puL da solugéo de MTT (0,5 mg mL-
1), e as células foram novamente incubadas por 4 horas. Em seguida, o meio de cultivo
contendo a solucdo MTT foi removido, foram adicionados 200uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e homogeneizados com auxilio de micropipeta multicanal. A absorbancia de
cada amostra foi determinada em leitora de microplacas (SpectraMax® M5 Multi-
Mode, Molecular Devices, California, USA) a 540nm. O experimento foi realizado em

triplicata (em diferentes periodos).
4.4.3. Ensaio de retencédo do corante vermelho neutro

O ensaio foi realizado baseado no protocolo de Repetto; Peso; Zurita (2008),
com algumas modificagGes. As células foram semeadas a densidade de 2,5x10°
células por poco e incubadas para estabilizacdo por 24 horas em estufa sem CO:2 a
28 °C. Passadas 24 horas de estabilizacdo, as células foram expostas as NP-TiO2 por
24 horas. Ao final do periodo de exposicdo, as células foram lavadas 2 vezes com

PBS e incubadas por 4 horas com a solucéo de vermelho neutro (40 ug mL* em PBS).
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Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, para remover o corante
nao incorporado nos lisossomos e, entdo, foram adicionados 150 uL de uma solucgéo
composta de 50% etanol, 49% agua destilada e 1% &cido acético glacial a cada poc¢o
e homogeneizadas com auxilio de pipeta multicanal. A absorbancia de cada amostra
foi determinada em leitora de microplacas (Dynex Technologies Ltda., MRXTC, UK.)

a 540 nm. O experimento foi realizado em triplicata (em diferentes periodos).
4.4.4. Ensaio de apoptose e necrose em citdbmetro de fluxo

O ensaio de inducdo de apoptose e necrose foi realizado de acordo com o
protocolo fornecido por Becton & Dickson, San Jose, CA, USA. Células ZF-L foram
semeadas em placas transparentes de 24 pocos a densidade de 5,0x10° células por
poco, estabilizadas por 24 horas. ApoOs estabilizacdo, as células foram expostas as
NPs por 24 horas e, em seguida, foram lavadas com PBS e removidas da placa
utilizando um scraper. As células entdo foram marcadas utilizando o Kit Anexina V —
FITC (apoptose), e PI (iodeto de propidio - necrose) (COD. 556547, BD Biosciences).
Foram utilizados 4 controles para validar o ensaio: células ndo tratadas e néo
marcadas; ndo tratadas duplamente marcadas, para necrose (iodeto de propidio-PI)
e para apoptose (FITC anexina V); mortas marcadas com PI; mortas marcadas com
FITC anexina V. O ensaio foi realizado em um citdmetro de fluxo (BD Accuri ™ C8,
San Jose, CA-EUA). Foram analisados 15.000 eventos para cada amostra, em

duplicata.

4.5. Determinacdo de danos genotoxicos no DNA pelo Ensaio do

Cometa

Células ZF-L foram semeadas a uma densidade de 2.0x108 em frascos de cultivo
de 25 cm? e expostas as diferentes concentracdes de NP-TiO2 por 24 horas e ao CP
por 4 horas. Apés a exposicao, as laminas foram confeccionadas seguindo o protocolo
descrito por Singh et al. (1988). As laminas ficaram em descanso por 30 minutos em
cuba de eletroforese, cobertas com tampéao (EDTA titriplex 200mM; NaOH 10N; H20
deionizada a 4°C) e protegidas da incidéncia de luz. A eletroforese foi conduzida a
25V e 300 mA durante 20 minutos, no escuro. Ao final da eletroforese, as laminas
passaram por 3 banhos de 5 minutos cada em H20 gelada, fixadas com etanol
absoluto e secas a temperatura ambiente. As laminas foram coradas com 20 pL de
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solucdo de Gel Red (15uL Gel Red 10.000X em 5mL NaCl 1M e 45mL de agua
deionizada) e foram capturadas imagens em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX-UCB, PA-USA) em um aumento de 200 vezes, com filtro de excita¢do de 515-560
nm e um filtro de barreira de 590 nm. O experimento foi realizado em triplicata (em
diferentes periodos), totalizando 6 laminas por tratamento. Os danos no DNA foram
analisados utilizando um software OpenComet (verséo 1.3), a partir da migracéo dos
fragmentos de DNA (percentual do comprimento da cauda e percentual de DNA
contido na cauda).

4.6. Determinacdo de danos mutagénicos no DNA pelo Ensaio do

Micronucleo (MN) com bloqueio da citocinese

As células foram semeadas e expostas as NPs e ao CP como no item 2.5. Apés
a exposicao, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, foram adicionados 50 pL de
citocalasina B (300 pg mL™?) e as células foram incubadas por 72 horas. A confeccéo
das laminas seguiu o protocolo descrito por (FENECH, 2000). A coloracédo das laminas
foi feita utilizando uma solucéo de Giemsa (5%) por 10 minutos. Foram contadas 1000
células binucleadas por lamina, utilizando microscépio optico de luz (Olympus BX-
UCB) com aumento de 400 vezes, contabilizando as células binucleadas portadoras
de micronucleo, pontes e brotos. O experimento foi realizado em triplicata, totalizando

6 laminas por tratamento.
4.7. Analises estatisticas

Primeiramente foram aplicados os testes de normalidade (Bonferroni ou Shapiro-
Wilk) e teste de homogeneidade de variancias (Bartlett), seguidos dos testes one-way
ANOVA ou seu equivalente ndo-paramétrico (Kruskal-Wallis), com pés teste (Dunnet
ou Dunn, respectivamente) para verificar diferengas significativas. Os dados
paramétricos sdo apresentados como meédia + erro padrdo (EP) ou mediana +
intervalo interquartil (IQR), quando os dados sdo ndo-paramétricos. As andlises foram
realizadas com nivel de significancia de 0,05, utilizando o software GraphPad Prism
Versao 7.00 (San Diego Califérnia, EUA).
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5. Resultados
5.1. Caracterizacéo e dindmica das NP-TiO2 em suspenséo
O tamanho das particulas, o didmetro hidrodindmico dos aglomerados e cargas
de superficie foram obtidos experimentalmente. O tamanho das NP-TiOz, medido em
microscopia electrénica de transmissdo (TEM), coincide com o informado pelo
fabricante (média 21 nm, Evonik Degussa Brasil Ltda.) (Fig. 8). As medi¢cdes do

potencial zeta sdo mostrados na Tabela 1.

Figura 8 — Eletromicrografia de NP-TiO2 em suspensdo em
agua Mili-Q. Barra de escala = 100 nm.
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Tabela 1 - Potencial zeta (mV) de diferentes
concentragbes de NP-TiO2 (média + EP) suspensas em
meio de cultivo, com e sem adicao de soro fetal bovino.

Potencial zeta (mV)

, RPMI + L-15 RPMI + L-15
NP-TIO: com SFB sem SFB

0,00 pg mL™ -08,94 + 0,38 i
0,25 pg mL?t -09,50 + 0,40 -11,73+0,18
0,50 pg mL*t -07,76 £ 0,44 -13,50 +£ 0,87
0,75 pg mL: -08,08 + 0,62 -11,80 + 0,45
1,00 pg mL? -08,64 + 0,41 -03,93 £ 0,64
25,0 pg mL: .07,95 + 0,33 110,43 + 0,34
50,0 pg mL™ -10,15 + 0,42 -09,32 + 0,43
75,0 ug mL? -06,40 £ 0,24 -10,23 £ 0,47

Os diametros hidrodinamicos dos aglomerados de NP-TiO2 sdo mostrados na
Fig. 9. E importante salientar que os aglomerados formados em meio de cultura com
SBF, até a concentracdo de 1,0 pg mL?, apresentam um diametro hidrodinamico de
10 nm, enquanto que, a uma concentracdo de 25 pg mL?, os diametros
hidrodindmicos chegam a 100 nm. Acima desta concentracdo, os aglomerados
apresentam diametros superiores a 500 nm, atingindo 1100 nm (Fig. 9a). A auséncia
de SFB em meio de cultura envolve a formacéo de aglomerados com um diametro

hidrodinamico superior a 100 nm em todas as concentracdes testadas (Fig. 9b).
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Figura 9 — Distribuicdo e tamanho (d. nm) dos aglomerados de NP-TiO, em diferentes
concentragdes (0,0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 25,0; 50,0 e 75 pug mL1), suspensas em RPMI
1640 + Leibovitz L-15 com soro fetal bovino (A) eapenas RPMI 1640 + Leibovtiz L-15
(B). A auséncia de um controle negativo (0,0) em B se justifica pela inexisténcia de
particulas.
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5.2. Viabilidade celular

A validacédo pelo ensaio MTT mostrou que n&o houve reducgéo do sal MTT que
pudesse ter sido decorrente de atividade fotocalitica das NP-TiOz2 (Fig. 10).

ApOs 24 horas de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio de
exclusdo do corante azul de Tripano, ensaio de reducdo do sal MTT e ensaio de
retencdo do corante vermelho neutro para avaliar a viabilidade celular. Com base no
ensaio de azul de tripano, as NP-TiO2 causaram um decréscimo significativo na
viabilidade das células, a partir de 0,5 ug mL™. A viabilidade celular manteve-se
inalterada quando avaliada pelo ensaio MTT. No entanto, por meio do ensaio de
retencao do corante vermelho neutro foi possivel detectar um aumento significativo na
capacidade de células ZF-L em reter o corante vermelho neutro nos lisossomos a
partir de 0,5 pg mL1, que foi atribuido a um aumento na presenca de lisossomos (Fig.
11).
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Figura 10 — A reducdo do sal MTT com e sem células.
Exposi¢do a NP-TiO; (0,25 — 1 ug mL™).
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Figura 11 — Viabilidade de células ZF-L apds exposicdo a NP-TiO; durante 24 horas,
determinada pelos ensaios: exclusdo do corante azul de tripano; reducdo do sal MTT,;
retenc@o do corante vermelho neutro. Os resultados foram expressos como média + EP
(azul de tripano), e mediana = IQR (MTT; vermelho neutro). Os asteriscos indicam
diferencas significativas em relacédo ao CN: * p<0,05; ** p<0,005; **** p<0,0001.
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5.3. Apoptose e necrose

O escaneamento por citdbmetro de fluxo mostrou a incidéncia de células em
apoptose e necrose (Fig. 12). O percentual de células viaveis (Q1-LL) caiu de 63,3%
no CN para apenas 35,7% na maior concentracdo de NP-TiO2 (1,0 ug mL?). O
percentual de células necréticas (Q1-UL) apresentado no CN foi de 1,3% e aumentou
de forma dose-dependente com as concentragcdes de NP-TiO2, atingindo um
percentual de 13,9% na maxima concentracao testada, um percentual 10 vezes maior
que o apresentado no CN. Células em apoptose total (Q1-LR + Q1-UR) apresentaram

um percentual de 35,4% no CN e atingiram 50,4% na maxima concentracdo testada.



Figura 11 — Células ZF-L ndo tratadas (A) ou tratadas (B — E) com NP-TiO2, durante 24 horas. As células viaveis

s@o mostradas em Q1-LL. A ocorréncia de apoptose inicial (Q1-LR), apoptose final (Q1-UR) e necrose (Q1-UL)
foi medida por citometria de fluxo.
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5.4. Genotoxicidade e mutagenicidade

Os resultados do ensaio de cometa (Fig. 13 e 14) mostraram que, apos 24 horas
de exposicdo as NP-TiO2 houve fragmentacdo do DNA, demonstrado tanto pelas
medidas de comprimento da cauda quanto para as medidas de percentual de DNA
contido na cauda. Difencas significativas a partir de 0,75 pg mL™.

Figura 12 — Fragmentacdo do material genético medida pelo
ensaio do cometa em células ZF-L. Os resultados foram
expressos como mediana £ IQR. Os asteriscos indicam diferencas
significativas em relagéo ao CN: ** p<0,005; **** p<0,0001.
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Figura 13 — Imagens da fragmentacdo do material genético das células ZF-L. A. Controle negativo, meio de cultivo + SFB; B. Células
expostas a NP-TiO; (0,75 ug mL™1) por 24 horas; C. Células expostas a NP-TiO; (1 ug mL™?) por 24 horas; D. Controle positivo, células
expostas ao metil metano sulfonato (1 mM) por 4 horas. A barra de escala representa 50 um.
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A inducdo de aberracdes cromossdmicas em células binucleadas foi avaliada
pelo ensaio do MN (Fig. 15 e 16), ap0s tratamento com diferentes concentracées
deNP-TiO2 por 24 horas. Foi observado um aumento significativo na frequéncia de
microndcleos a uma concentracdo de 0,75 pg mL* e um aumento siginificativo na
frequéncia de brotos (C), em concentracdes de 0,5 e 0,75 pg mL?. A ocorréncia de

pontes nucleoplasméaticas néo foi significativa para células expostas a NP-TiOx.

Figura 14 — Inducao de pontes nucleoplasmaticas, micronucleos e brotos apés 24 horas
de exposicdo a NP-TiO,. Os resultados foram expressos como média + EP
(micronucleos), e mediana = IQR (pontes e brotos). Os asteriscos indicam diferencas
significativas em relagéo ao CN: * p<0,05; ** p<0,005; **** p<0,0001.
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Figura 15 — Imagens das aberragbes cromossémicas apresentadas pelas células ZF-L. A. Células binucleadas viaveis, sem aberracdes
cromossdmicas; B. Célula binucleada com broto (seta preta); C. Célula binucleada com ponte nucleoplasmaética (seta preta); D. Célula binucleada
com um micronucleo (seta preta).
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6. Discusséao

A toxicidade dos NMs, comumente atribuida ao seu tamanho, forma e
capacidade de dispersédo, esta diretamente relacionada a forma de preparacdo da
suspensao (HANDY et al., 2008a). A tendéncia natural das NPs a se aglomerarem €&
um fator de interferéncia na investigagéo da sua toxicidade (SCHAEFER et al., 2012),
embora estudos ja tenham demonstrado que o soro fetal bovino (SFB), na
concentracdo de 10% melhora a dispersao de NPs em diversos meios de cultivo (JI
et al., 2010). As NPs interagem com as proteinas do SFB formando uma camada
caracteristica denominada "corona" em sua superficie, minimizando a formacao dos
aglomerados (SAUER et al.,, 2015). A exposicdo a uma dosagem de NPs com a
formacdo de aglomerados minimizada propicia resultados mais confiaveis na

investigagéo da toxicidade de NP-TiO2.

Um potencial zeta maior que +/- 30 mV é considerado um valor limiar adequado
para a estabilidade da suspenséo coloidal (LEE et al., 2009), uma vez que as
particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a tendéncia
natural a agregacdo. Neste caso, ainda que os tamanhos hidrodinAmicos dos
aglomerados tenham permanecido abaixo de 100 nm, os valores de potencial zeta
das suspensdes de NP-TiO2, tanto em meio com SFB quanto em meio sem SFB,

foram baixos, indicando instabilidade das suspensdes.

Células viaveis devem ser capazes de desempenhar funcbes metabdlicas,
crescimento e reproducdo. Essas funcbes podem ser comprometidas quando
membranas celulares e ou organelas sao afetadas, o que pode acarretar no
comprometimento do organismo como um todo. Neste estudo, a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de diferentes concentracbes de NP-TiOz foi
investigada para a linhagem estabelecida de hepatdécitos de peixe zebra, células ZF-
L.

Diversos estudos ja relataram a diminuicdo da viabilidade celular ap6s exposicao
as NP-TiO2. Essas NPs podem causar ruptura das membranas plasmaticas, inibicao
da atividade mitocondrial e mal funcionamento dos lisossomos (DI VIRGILIO et al.,
2010; SIMON-DECKERS et al., 2008; WANG et al., 2011). NP-TiO2 podem ainda,

induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), e desta forma podem
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causar danos no DNA, e a formacdo de micronucleos em células de truta arco-iris
(RTG-2) (VEVERS; JHA, 2008) e danos no DNA de linfécitos humanos (GHOSH,;
CHAKRABORTY; MUKHERJEE, 2013). Além disso, NP-TiO2 podem induzir a
apoptose e necrose em células de mamiferos (LIU et al., 2010; PARK et al., 2008; SHI
et al., 2010; VAMANU et al., 2008).

No presente estudo, a viabilidade celular foi avaliada apds exposicdo a NP-TiO2
utilizando diferentes ensaios, que avaliaram a integridade das membranas celulares,
a atividade metabdlica mitocondrial e a atividade lisossomal. Adicionalmente, o
escaneamento por citometria de fluxo nos permitiu avaliar a inducdo de apoptose,
tanto em fase inicial quanto em fase final, e também a inducdo de necrose. Os
resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular (citotoxicidade) foram analisados
de forma integrada, fornecendo informacdes importantes sobre a acao das NP-TiO2
sobre as células ZF-L.

Algumas alteragbes morfolégicas caracterizam a necrose, distinguindo-a da
apoptose. Por exemplo, na necrose, as mitocondrias dilatam-se, e pode haver
hiperdensidade dessas organelas, outras organelas séo dissolvidas e ha rompimento
da membrana plasmatica, liberando o material citoplasmatico; que muitas vezes
provoca uma resposta inflamatoria. Por outro lado, durante a apoptose, o citoplasma
encolhe e a cromatina condensa, mas as organelas mantém a sua integridade, assim
como as membranas mantém a permeabilidade seletiva (BRAS; QUEENAN; SUSIN,
2005; CHEKENI et al., 2010; DESAGHER; MARTINOU, 2000). Estas caracteristicas
corroboram os resultados obtidos no ensaio azul de tripano, em que foi observada
ruptura das membranas celulares. A ruptura das membranas pode ser associada a
necrose somada a apoptose final, uma vez que na apoptose final ha um rearranjo das
membranas para formacdo dos corpos apoptéticos (LUI et al., 2007), permitindo a

entrada de corantes de viabilidade.

Os resultados obtidos no ensaio de apoptose e necrose também estdo de acordo
com os obtidos no ensaio MTT, uma vez que o efeito citotoxico das NP-TiO2 para as

mitocdndrias foi baixo e a viabilidade mitocondrial ndo foi significativamente afetada.

A nao-responsividade das mitocondrias também pode ser atribuida a autofagia,

um mecanismo dependente de lisossomos que se encarrega de degradar organelas
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e proteinas danificadas (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011; XIE; KLIONSKY,
2007). Além disso, mitocondrias possuem seu préprio DNA e sdo capazes de realizar
replicagcéo, o que Ihes permite manter o seu nimero inicial (DESAGHER; MARTINOU,
2000; LIN; BEAL, 2006).

Complementarmente, alguns resultados contraditérios tém sido reportados
evidenciando que a densidade utilizada nos ensaios, a concentracdo de NPs e o
tempo de exposicao sdo varidveis importantes para estudos in vitro. Por exemplo, a
viabilidade das mitocondrias de células de ovario de hamster chinés (CHO-k1, nao-
metabolizadoras) semeadas a uma densidade de 2,5 x 10 células por pogo diminuiu
apos 24 horas de exposicdo to 5; 25; 50; 100 pg mL* TiO2-NP (Degussa P-25) (DI
VIRGILIO et al., 2010). Similarmente, outro estudo utilizando a mesma linhagem
celular, semeadas a uma densidade de 2,5 x 10° cells mL* (o equivalente a 5 x 10*
células por poco), e as mesmas concentracdes de NPs ndo obteve alteracdo na
viabilidade mitocondrial apos 24 horas; somente apos 48 horas de exposicdo, a
viabilidade mitocondrial foi reduzida em 30% na concentracdo de 100 pg mL* NP-TiO2
(WANG; YU; WICKLIFFE, 2011). Células humanas A549 (tipo Il) expostas a 100 g
mL? NP-TiO2 (Degussa P-25) tiveram sua viabilidade diminuida em 26% apds 48
horas (SIMON-DECKERS et al., 2008). Considerando que estudos in vitro devem ser
relevantes para estudos in vivo, ambos os estudos citados utilizaram concentracoes
de NP-TiO2 muito altas, as quais favorecem a formacdo de grandes aglomerados,
dificultando a sua disponibilidade para as células, podendo resultar em falso positivo

ou negativo para toxicidade.

A proliferacao de lisossomos, demonstrada pelo ensaio de retencao de vermelho
neutro, pode ser associada a endocitose das NPs (HANDY et al., 2008b). NP-TiO: ja
foram observadas dentro dos lisossomos em rim de truta arco-iris (SCOWN et al.,
2009). Além disso, a proliferagdo lisossomos também foi observada em um estudo de
células HaCaT (queratindcitos humanos) expostas durante 24 horas a hanoparticulas
de prata (AgNP) extraidas de frutos pretos da baga de sabugueiro europeu, em que
0S autores observaram um aumento na presenca de lisossomos por meio da avaliacao
das imagens de microscopia eletronica de transmisséao (DAVID et al., 2014). Contudo,
outro estudo utilizando células GFSK-S1 (pele) expostas a NP-TiO2 (0; 0,1; 0,5; 1; 5;

25; 50; 100; 500 1000 pg mL?), na auséncia de fotoactivacdo, ndo tiveram a
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integridade lisossomal afetada significativamente, mesmo na concentracdo mais
elevada (REEVES et al., 2008). A variabilidade dos resultados encontrados entre os
estudos supracitados pode estar relacionada ndo s6 com a metodologia de
preparacao e dosagens utilizadas, mas também a suscetibilidade inerente a cada tipo
celular e a sua capacidade intrinseca para a regeneracao e resisténcia. Neste caso,
as células GFSK-S1 comparadas com ZF-L podem ser mais resistentes ou ter maior

capacidade de regeneracao.

O teste do cometa mostrou a fragmentacdo do DNA de células ZF-L, apds
exposicdo as NP-TiOz por 24 horas. Em adicdo, os danos mutagénicos foram
observados a partir da formacdo de microndcleos em células ZF-L. A inducdo de
micronucleos e brotos, apesar de significativas estatisticamente, foram relativamente
baixas. Isso ocorreu porgue tais anomalias representam danos irreversiveis que

exigiriam resultados muito mais expressivos que os obtidos pelo ensaio cometa.

Ghosh et al. (2013) expuseram linfocitos humanos as NP-TiO2 (25; 50 e 100 pug
mL1) por 3 horas. Eles obtiveram uma significativa fragmentacdo do DNA dessas
células somente na concentragéo de 25 ug mL™. Neste caso, a fragmentacédo do DNA
ndo foi significativa nas maiores concentracdes (50; 100 ug mL?), o que pode ser
atribuido a formacédo de grandes aglomerados que ndo sdo internalizados pelas
células. Adicionalmente, células RTG-2 (células de peixe) expostas a NP-TiO2 (50 ug
mL?1) por 4 horas (sem fotoativacdo por UVA), em meio de cultivo (MEM),
apresentaram uma reducdo na fragmentacdo do DNA, em relacdo ao controle
negativo. Os autores atribuiram este resultado a uma menor absorcao das NPs pelas
células devido a formacédo de aglomerados inerente ao NMs (VEVERS; JHA, 2008).
O mesmo estudo com células RTG-2 também avaliou a formacdo de micronucleos
apos exposicdo as NP-TiO2 (10; 50 pug mL?) por 48 horas, cujos resultados
acompanharam os obtidos no ensaio cometa, ou seja, houve uma diminuicdo da
inducdo a micronucleos em comparacao ao controle negativo. Eles atribuiram os
resultados ao fato da viabilidade das células (determinada pelo ensaio de retencao do
corante vermelho neutro) somente ter sido significativamente afetada quando exposta
a dose mais alta (MEM+ 50 pg mL-1 NP-TiOz2), ou quando em combinacdo com UVA
(MEM + 50 pg mLt NP-TiO2 + 3kJ) (VEVERS; JHA, 2008).
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7. Conclusdes

No presente trabalho foram avaliados os efeitos citotoxicos sobre as membranas
celulares, mitocondrias e lisossomos, bem como a inducdo de morte celular por
apoptose e necrose. Os danos genotoxicos (fragmentacdo do DNA) e mutagénicos
(formacao de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos) sobre a linhagem
celular derivada de hepatocitos de peixe zebra, decorrentes da exposicao as NP-TiOz,

também foram avaliados.

Secundariamente, avaliamos a eficacia do SFB, que mostrou ser um excelente
dispersor das NP-TiO2. Entretanto em concentragdes = de 25 ug mL* sdo formados
aglomerados maiores do que 1000 nm. Com isso, podemos inferir que a formacao de
aglomerados esté relacionada ndo s6 com as caracteristicas do meio em que NPs se
encontram (pH, concentracdo de particulas, forca ionica), mas também a sua

concentracao neste meio.

Os efeitos causados as mitocéndrias ndo foram completamente elucidados. O
fato da atividade mitocondrial ndo ter sido afetada né&o significa, necessariamente, que
estas organelas ndo tenham sido afetadas. A resposta mitocondrial, associada a
resposta dos lisossomos, nos permite inferir sobre a acdo das NPs sobre estas

organelas, indicando a necessidade de uma investigacao mais profunda.

Os percentuais de necrose e apoptose indicam que NP-TiO2 tém um alto
potencial para causar a morte celular. Além disso, ficou evidente que as NP-TiO2
interagiram com o DNA causando fragmentacdo do material genético e danos

mutagénicos irreversiveis em células ZF-L.
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