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RESUMO

O desenvolvimento da area de nanotecnologia, em particular no que diz
respeito a producdo de nanomateriais, encontra-se em crescimento exponencial. A
exposicado humana a nanoparticulas é elevada e originada de diversas fontes, tais
como processos quimicos, dispositivos médicos (implantes, préteses, sistemas de
liberacdo controlada de farmacos), industria alimentar, farmacéutica e de
cosméticos. Entretanto, os resultados dos estudos da citotoxicidade destes
nanomateriais € muitas das vezes contraditorio. Desta forma, é de extrema
importancia o desenvolvimento de pesquisas que analisem o impacto de
nanoparticulas na salde humana, assim como gerar regulamentacdo que até ao
momento € insuficiente. Atualmente, os protetores solares apresentam na sua
composi¢cao nanoparticulas como as de didxido de titanio (TiOz2). A utilizacao do TiO2
em férmulas de filtros solares deve-se a sua capacidade de refletir e espalhar raios
UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm) garantindo uma boa protecédo contra a
radiacdo solar. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a potencial
citotoxicidade de nanoparticulas de TiO2 na estrutura cristalina de rutilo em células
de pele humana. Devido a aglomeracdo das nanoparticulas, foi otimizado um
protocolo de dispersdo das nanoparticulas, primeiro em agua e depois em meio
biolégico, utilizando um sonicador no modo indireto. A disperséo foi, em seguida,
caracterizada por espalhamento de luz dindmico (DLS) e microscopia eletrbnica de
transmissao (MET). Um estudo de adsorcao de ions e proteinas foi realizado pela
técnica de espetroscopia por energia dispersiva (EDS) e por espectrometria de
massas, respectivamente. A avaliacdo do perfil citotdxico das nanoparticulas em
culturas primarias de fibroblastos e queratindcitos foi realizada pelo ensaio de
vermelho neutro e por citometria de fluxo. Os estudos da internalizacdo das
nanoparticulas no interior de células foram realizados por MET. Os resultados
demonstram que houve formacdo de um bio-complexo nas superficies das
nanoparticulas devido a adsorcdo seletiva de ions e proteinas do meio de cultivo,
como por exemplo, os ions de calcio e fésforo e proteinas como a albumina,
fibronectina e trombospondina. Foi observado também que as nanoparticulas foram

internalizadas por queratindcitos e fibroblastos primarios da pele humana e migram



preferencialmente para a regido perinuclear. Apds a internalizacdo das
nanoparticulas, houve um aumento significativo da morte celular por apoptose nos
fibroblastos e reducéo significativa da viabilidade celular, assim como aumento de
morte por apoptose e necrose nos queratindcitos, para as concentracdes mais altas
de nanoparticulas. Supbe-se que a formacdo do bio-complexo pode mascarar as

nanoparticulas e modular a penetracdo das mesmas nas células da pele humana.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Dioxido de titanio, Rutilo, Disperséo, Citotoxicidade,

Queratinécitos, Fibroblastos.



ABSTRACT

The development of the nanotechnology area, in particular in whatregards
the production of nanomaterials, is growing exponentially. Human exposure to
nanoparticles is high and originated from a variety of sources, such as chemical
processes, medical devices (implants, prostheses, controlled drug delivery systems),
food, pharmaceutical and cosmetic industries. However, the study of the cytotoxicity
of these nanomaterials is contradictory. Therefore, it is extremely important to
develop research that analyzes the impact of nanoparticles on human health, as well
as generating regulations that up to now is insufficient. Currently, the sunscreens
have in their composition nanoparticles such as those of titanium dioxide (TiO2).The
use of TiO2 in sunscreen formulation is due to its ability to reflect and spread UVB
(290-320 nm) and UVA (320-400 nm) rays ensuring good protection against solar
radiation. Therefore, this work aimed to evaluate the potential cytotoxicity of TiO:2
nanoparticles in the rutile crystalline structure in human skin cells. Due to the
agglomeration of nanoparticles, a nanoparticle dispersion protocol was optimized,
first in water and then in biological medium using an indirect sonicator. The
dispersion was then characterized by dynamic light scattering (DLS) and electronic
transmission microscopy (MET). A study of ions and proteins adsorption was carried
out by energy dispersivex-ray spectroscopy (EDS) and mass spectrometry,
respectively. We performed an evaluation of the nanoparticles cytotoxic profile in
primary cultures of fibroblasts and keratinocytes by the neutral red assay and by flow
cytometry. MET allowed the study of the nanoparticles internalization inside cells.
The results demonstrate the formation of a bio-complex around nanoparticles
surfaces due to the selective adsorption of ions and proteins from the culture
medium, such as calcium and phosphorus ions and proteins as albumin, fibronectin
and thrombospondin. We observed that human keratinocytes and fibroblasts
internalized the nanoparticles, which located in microvesicles that migrate
preferentially to the perinuclear region. However, after nanoparticle internalization,
there was a significant increase in cell death due to apoptosis and a significant

reduction in cell viability in the fibroblasts, as well as increased apoptosis death and



necrosis in keratinocytes. We suggest that the bio-complex formation can mask the

nanoparticles and modulate their penetration into human skin cells.

Keywords: Nanoparticles, Titanium Dioxide, Rutile, Dispersion, Cytotoxicity,

Keratinocytes, Fibroblasts.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da &area de nanotecnologia, em particular no que diz
respeito a producdo de nanomateriais, encontra-se em crescimento exponencial [1].
Devido a isso, novos produtos com componentes nanométricos, ou seja, utilizando
nanoparticulas, vém sendo produzidos beneficiando areas da industria de
engenharia e médica [2-3]. Como consequéncia, a exposicdo humana as
nanoparticulas € elevada e pode se originar de diversas fontes, tais como processos
quimicos, dispositivos médicos (implantes, proteses, sistemas de liberacao

controlada de farmacos), industria alimentar, farmacéutica e de cosméticos [1,4-10].

Em 2011, o nome nanomaterial foi definido pela Comissdo da Unido
Europeia, como um material natural, incidental ou sintetizado, contendo particulas
em um estado desagregado, agregado ou aglomerado, onde 50% ou mais da
populacdo apresentem uma ou mais dimensdes externas, numa faixa de tamanho
entre 1 a 100nm [11]. Uma vez nesta escala, as propriedades fisicas e quimicas
destes nanomateriais, apresentam-se completamente diferentes quando

comparadas com a escala micro e macrométrica [12].

Apesar de a nanotecnologia ter numerosas aplicacdes benéficas, o potencial
impacto na salde humana dos "nanomateriais" a longo prazo ainda é desconhecido
e, portanto, ainda ndo se sabe o seu real efeito sobre a salude da populacéo.
Portanto, € de extrema importancia o desenvolvimento de pesquisas que analisem o
impacto de nanoparticulas na salde humana, assim como gerar regulamentagcéo
adequada que, até os dias atuais, ainda é insuficiente. Atualmente, os testes
toxicoldgicos (in vitro e in vivo) aplicados a materiais macrométricos estdo sendo
avaliados para utilizacdo dos nanomateriais. Contudo, estes testes nem sempre
satisfazem as necessidades atuais, uma vez que, muitas destas nanoparticulas,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e reatividade, interferem com os
meétodos de analises [12-14]. AdaptacOes aos métodos convencionais precisam ser
realizadas, havendo também a necessidade de se desenvolver nova

regulamentacao para testes toxicoldgicos.
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O contato entre as nanoparticulas e o corpo humano acontece por meio de
diferentes vias, entre elas podemos destacar os tratos gastrointestinal, respiratério e
a pele [13]. A pele, por ser a maior superficie de contato entre os ambientes externo
e interno, desempenha um importante papel em relagdo a entrada das

nanoparticulas no corpo humano. A pele é constituida por trés camadas: a
epiderme, a derme e a hipoderme (ou tecido subcutaneo) (Fig. 1) [15].

Poro sudoriparo

\

Camada cérnea
(queratinizada) Epiderme
Corpusculo de Meissner
Glandula sebacea Derme

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Artéria Foliculo piloso Glandula sudoripara

Veia Musculo eretor do pelo

Fonte: www.desvendandocosmeticos.com.br

Figura 1. Camadas da pele: Epiderme, derme e hipoderme/ tecido subcutaneo.

A epiderme é a camada mais externa da pele, formada por tecido epitelial
escamoso estratificado, ndo vascularizado mas inervado, sendo esta camada
bastante dinamica devido a sua constante renovacao celular. Aproximadamente,
80% das células epiteliais sao formadas por queratinécitos, os quais sdo
responsaveis por produzir a queratina, uma proteina fibrosa que faz da epiderme
uma camada protetora. No entanto, outras células também fazem parte desta
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camada, como 0s melandcitos, que sdo responsaveis por produzirem a melanina
(promovem a cor da pele) e as células de Langerhans, que fazem parte do sistema
imunologico [15]. Considera-se que a epiderme é composta por quatro estratos:
estrato germinativo, estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo, 0s quais
se diferenciam pela constituicdo celular e permitem a diferenciacdo de
queratinécitos, da camada mais profunda para a superficie, onde ocorre a
descamacéao. O estrato corneo é frequentemente submetido a situacdes de estresse

a medida que essa barreira pode ser prejudicada [16].

A derme é constituida por um tecido conjuntivo, apresentando uma grande
variedade de tipos celulares e por uma abundante matriz extracelular, tais como os
fibroblastos, as principais células que sintetizam diferentes macromoléculas que
constituem a matriz extracelular [17-18]. Por sua vez, a epiderme e a derme
encontram-se fixadas em uma camada composta por tecido adiposo, a hipoderme
[19-20].

De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o tipo de cancer mais
frequente no Brasil € o de pele, correspondendo a 30% de todos os diagnosticos de
cancer no pais. A cada ano séo registrados 135 mil novos casos, tendo como principal
causa a exposicao excessiva ao sol. Ainda, de acordo com o INCA, para reduzir a
incidéncia deste tipo de cancer, deve-se evitar a exposicdo excessiva ao sol, assim

como proteger a pele da radiacao solar [21].

Muitos cosméticos sao utilizados para reestabelecer as propriedades
normais da pele (dermocosméticos) e alguns, como 0s protetores solares, sao
utilizados para proteger a pele da radiagdo UV. Mundialmente, protetores solares
utilizam com frequéncia, nas suas formulac¢des, o 6xido de zinco (ZnO) e diéxido de
titnio (TiO2) [2,8,22-24]. A utilizacdo do didxido de titanio em formulas de filtros
solares, deve-se a sua capacidade de refletir e espalhar raios UVB (290-320 nm) e
UVA (320-400 nm) garantindo, assim, uma boa protecdo contra a radiacao solar [2,
8,22].

De acordo com a ABIHPEC (Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos), o Brasil ocupa o terceiro lugar no mercado

mundial de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos ficando atras, apenas, dos
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Estados Unidos e China, como observado na figura 2 [25]. Entretanto, o Brasil ocupa
o segundo lugar mundial do consumo de protetores solares, sendo responsavel por

cerca de 20% desse consumo no mundo e 82% na América Latina [25].

Venezuela ]
Canada ]
Espanha |
México

india |

Coreia Do Sul “

Itdlia

Rissia u96 do Consumo

Franga ]
Reino Unido

Alemanha |
Japdo
Brasil
China |

USA

0.0% 2.0% 4.0% 6.0% B8.0% 10.0% 12.0% 14.0% 16.0% 18.0%

Fonte: Euromonitor Internacional, 2016

Figura 2. Ranking mundial de consumo de cosméticos: Brasil ocupa a terceira posi¢cdo do ranking

mundial de consumo de cosméticos.

O TiO2 foi previamente classificado como uma particula inerte e incapaz de
ser absorvida pela pele [21]. Sendo assim, alguns autores defendem a ideia de que
protetores solares que utilizam TiO2 representam uma das melhores e a mais efetiva
estratégia para a protecao da pele, devido ao seu baixo potencial de irritabilidade
[26]. Em contrapartida, evidéncias recentes demonstram que particulas menores que
100 nanbmetros podem penetrar na pele [27-28]. Uma vez absorvidas, estas podem

ser transportadas aos demais 6rgaos causando possiveis danos ao figado, rins,
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baco e pulmdes, entre outros [27-30]. Dessa maneira, a utilizacdo de nanoparticulas
em filtros solares tem sido alvo de investigacdes.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cosméticos - Protetor Solar

Protetores solares sdo produtos cosméticos utilizados com o objetivo de
proteger a pele da radiacdo solar, reduzindo as chances de cancer de pele e
envelhecimento cutaneo precoce [31-32]. Estes produtos estdo entre as melhores
medidas fotoprotetoras [33] uma vez que sao capazes de bloquear a incidéncia da
radiacao ultravioleta.

Os filtros solares podem ser divididos em dois tipos, 0s organicos e 0s
inorganicos, variando de acordo com sua capacidade de adsorcédo ou reflexdo da
radiacdo. Os filtros solares organicos sdo essencialmente formados por compostos
aromaticos com grupos carboxilicos. Estes absorvem as radiacdes ultravioletas e as
transformam em radiacbes com energias menores, tornando-as inofensivas ao ser
humano [34]. Entretanto, os filtros solares inorgéanicos utilizam com frequéncia em
suas formulagbes ZnO e TiO2, pois sdo responsaveis por refletir e espalhar raios
ultravioleta a partir de diferentes comprimentos de onda [35]. A figura 3 representa

um esquema de como os protetores solares funcionam.



22

UVA UVB

- lo

e

{

UVB
UVA / r
1 / Filtro solar
(sl

\ Epiderme

Derme

Hipoderme

Fonte: www.quimicoweb.net

Figura 3. Esquema ilustrativo do funcionamento de um protetor solar.

Como ja descrito, o TiOz foi previamente classificado como sendo inerte e
incapaz de ser absorvido pela pele [21], e que devido a este fato, apresenta baixo
potencial de irritabilidade, representando uma das melhores formas de proteger a
pele [26].

No entanto, quando estes protetores solares foram criados, eles eram
utilizados em escala micrométrica, sendo visiveis na pele como uma camada opaca,
resultando na resisténcia dos consumidores em utilizar esses produtos. Com o
avango da nanotecnologia e com o intuito de solucionar este indesejavel efeito
visual, estes materiais vém sendo utilizados em escala hanométrica uma vez que, na
forma de nanoparticulas, estes materiais se apresentam na forma transparente

guando colocados na pele e ainda aumentam sua capacidade fotoprotetora [37].
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2.2. Propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de dioxido de

titanio

O diéxido de titnio € um Oxido metdlico inorganico que possui diferentes
propriedades fisico-quimicas tais como: elevado indice de refracdo a luz visivel,
semicondutancia fotossensivel, baixa reatividade quimica e uma dureza acima da
média dos materiais comuns [38-39]. Por ser um pigmento branco, brilhante e
possuir elevada estabilidade quimica e mecanica, € muito utilizado na fabricacéo de
corantes, papéis, plasticos, alimentos, medicamentos, cosméticos, entre outros [40].

Aproximadamente quatro milhdes de toneladas deste pigmento sao
utilizados anualmente em todo o mundo, representando 70% do volume total de
producdo de pigmentos. Entre os produtos que utilizam nanomateriais, o TiO2 esta

entre as cinco nanoparticulas mais utilizadas [40].

O TiO2 possui trés estruturas cristalinas: anatase, rutilo e brookita. A forma
rutilo € a mais termodinamicamente estavel, resistente & agua possuindo maior
indice de refracdo. Deste modo, é a mais utilizada em protetores solares, uma vez
gue apresenta maior eficacia na protecdo contra os raios solares [41]. Quando a
mesma esta na escala nanométrica, devido a sua elevada area de superficie de
contato, torna-se transparente a luz visivel, aumentando as suas propriedades de

espalhamento e reflex&o de raios ultravioleta [37].

A nanotecnologia tem como esséncia a habilidade de se trabalhar em nivel
atdmico e molecular com o propésito de criar dispositivos, materiais e sistemas com
propriedades e aplicagdes fundamentalmente novas. A diminuicdo do tamanho de
uma particula e a grande area de surperficie ddo origem a um grande numero de
propriedades diferentes daquelas encontradas nas de tamanhos micro e
macrometricos. Entre as propriedades alteradas pode-se incluir, alteracdes no
comportamento térmico, solubilidade, resisténcia do material, condutividade,

atividade catalitica e propriedades o6pticas [42-43].

As nanoparticulas de TiO2, por apresentarem elevadas propriedades
fotocataliticas e hidrofilicas, tornaram-se populares em uma grande variedade de

aplicacdoes, como ja citadas [9-10]. Embora as particulas de TiO2 na escala
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micrométrica tenham sido consideradas biologicamente inertes, a toxicidade das
particulas de TiO2 na escala nanométrica ainda esta por ser definida.

J4 estd bem estabelecido que a resposta dos sistemas biolégicos as
nanoparticulas de TiO2 depende de suas caracteristicas fisico-quimicas. Ja foi
relatado que o tamanho, forma, modificacdo de superficie, composicédo e estrutura
cristalina das nanoparticulas podem levar a diferentes consequéncias biologicas. Por
exemplo, Chiara et al. (2016) demonstraram que a estrutura cristalina do rutilo
induziu efeitos toxicos em uma linhagem de fibroblastos de ratos (Balb/c 3T3),
engquanto que na estrutura cristalina anatase esses efeitos ndo foram observados
[44]. Mano et al. (2012) demonstraram que quando a superficie das nanoparticulas
de TiO2 sédo revestidas por polietilenoglicol, hd a reducdo significativa da
citotoxicidade e alteracfes na expressdo génica, em células epiteliais de pulméao
humano (NCI-H292) e em células de leucemia humana (THP-1) [45]. Também deve
ser levado em consideracdo que o comportamento das nanopatrticulas, incluindo o
seu estado de aglomeracao e dissolugdo ibnica, sdo caracteristicas fundamentais,
dependentes das condi¢cdes de exposicdo e que por sua vez influencia diretamente

os resultados celulares [13].

Portanto, como ja citado, uma das vantagens de se utilizar particulas na
escala nanométrica em protetores solares, seria proporcionar aumento da area de
superficie de contato que, consequentemente, elevaria a protecdo contra radiacédo
solar [12]. Em contrapartida, a diminuicAo destas particulas para a escala

nanometrica, aumentaria as chances de internalizacdo das mesmas pela pele.

2.3. Corona proteica e i6nica e sua correlagdo com o comportamento

celular

Quando nanoparticulas interagem com meios biolégicos, elas
inevitavelmente entram em contato com uma enorme variedade de biomoléculas,
tais como diferentes proteinas [46]. H& evidéncias de que, quando as nanoparticulas
entram em contato com o meio biolégico, muitas proteinas se adsorvem a sua

superficie, formando uma proteina corona [47-50]. Também tem sido relatado que
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essa corona modularia as interacbes com sistemas bioldgicos, influenciando a

internalizacdo, assim como o enderegcamento das nanoparticulas [51].

Tenzer et al. (2013) demonstraram que quando nanoparticulas de
poliestireno foram incubadas com plasma humano durante varias horas, houve a
formacao de uma proteina corona. Algumas das proteinas que estavam inicialmente
em altas concentracdes, diminuiram ao longo do tempo, enquanto outras proteinas

se comportaram de forma oposta [52].

Ellingsen et al. (1991) demonstraram a formacao de corona proteica e ionica,
tais como a albumina e fibronectina e ions divalentes como Ca?* e Mg?*, a superficie

das nanoparticulas de TiO2 usados em implantes dentarios [53].

Como a formacdo de proteina corona € determinada pela competicdo de
inlmeras proteinas para adsorverem na superficie das nanoparticulas, alguns
pesquisadores categorizaram as proteinas coronas como “Soft corona” ou “Hard
corona”, uma vez que a “Soft corona” apresenta fraca interacdo com a superficie das
nanoparticulas, permanecendo adsorvidas durante um curto intervalo de tempo (de
segundos a minutos). Em contraste, as “Hard corona” sao representadas por
proteinas fortemente ligadas e com alta afinidade a superficie das nanparticulas,
permanecendo adsorvidas por periodos mais longos (horas) [54-55].

Contudo, os fenbmenos de adsorcdo de proteinas ndo sdo o0s Unicos a
ocorrerem na superficie das nanoparticulas. Recentemente, Ribeiro et al. (2016)
revelaram a adsorcdo de ions e proteinas do meio de cultura a superficie das
nanoparticulas de TiO2 (anatase), estrutura que designaram de bio-complexo.
Estudos com osteoblastos primarios demonstraram que estes bio-complexos
funcionariam como um cavalo de Trdia (escondem as nanoparticulas), facilitando a

internalizacdo de nanopartiulas nas células [51].

Mingsheng et al. (2012) também demonstraram que as nanoparticulas de
ZnO e CuO (6xido de Cobre) formaram uma corona idnica por adsorcao seletiva dos
ions presentes no meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) [46]. Embora alguns estudos comecam a

aparecer, as questdes de interface entre 0os nanomateriais e os sistemas biolégicos
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sdo complexas e bastante importantes para o comportamento celular, havendo a

necessidade da sua exploragéo.

2.4. Estudos in vivo da citotoxicidade de nanoparticulas de diéxido de

titanio em células da pele

A literatura demonstra que particulas de TiO2 na escala micrométrica sédo
biologicamente inertes tanto para os seres humanos como para 0s animais, existindo
evidéncias de que nado penetram na pele [34]. Contudo, uma penetracdo de
particulas na escala nanométrica na pele poderia ser facilitada quando a funcédo da
barreira proporcionada pela pele esta comprometida, tal como em casos de
cicatrizacdo e queimaduras do sol. De fato, Monteiro-Riviere et al. (2011)
demonstraram que a penetracdo de nanoparticulas de TiO2 utilizadas em protetores
solares, foi ligeiramente aumentada na pele danificada, em modelos in vivo de

porcos [56].

A penetracdo de nanoparticulas de TiO2z através da pele tem sido investigada
por um grande conjunto de estudos in vitro e in vivo. A maioria dos estudos indica
uma aparente incapacidade de nanoparticulas de TiO:z alcancarem as células da
derme. Sadrieh et al. (2010) analisaram a correlacédo entre as diferentes formas de
TiO2 e a absor¢do percutinea em mini porcos demonstrando que,
independentemente da forma, apds uma exposicdo sub-crénica, as nanoparticulas
foram encontradas no estrato corneo, mas nao nos estratos epidérmicos mais
profundos [57]. Pflucker et al. (1999) fez um estudo utilizando as trés estruturas
cristalinas de TiO2, aplicadas em areas da pele do antebraco humano,
demonstrando que foram detectadas particulas apenas sobre a camada mais
externa do estrato cérneo, independente da superficie quimica, tamanho e forma
[58]. No entanto, Filipe et al. (2009) verificaram que as nanoparticulas de TiO2
presentes nas formulagdes de filtro solar ndo foram capazes de penetrar no estrato
corneo, contudo a deposicdo de nanoparticulas foi observada nos foliculos

pilossebaceos [59].
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Estudos in vivo em modelos suinos e de camundongos mostraram que as
nanoparticulas de TiO2 aplicadas topicamente na pele durante um longo periodo
podem induzir envelhecimento da pele, sugerindo que a exposicdo prolongada a
nanoparticulas pode representar um risco para a saude dos seres humanos [60].
Tan et al. (1996) demonstraram penetracdo percutanea de TiO2 em pacientes
submetidos a aplicagdes subcronicas de protetor solar que apresentava em sua

formulacdo nanoparticulas de TiOz [61].

Apbs a penetracdo na pele, as nanoparticulas podem seguir diferentes
caminhos, incluindo os transportes transcelulares e paracelulares, bem como o
transporte facilitado pelos foliculos pilosos [59-60]. As nanoparticuas podem também
atingir a corrente sanguinea e entdo se translocar para varios tecidos e 6rgéos [62-
65], representando um potencial risco para a sautde humana.

2.5. Estudos in vitro da citotoxicidade de nanoparticulas de dioxido de

titanio em células da pele

A palavra citotoxicidade é definida como a capacidade de determinada
substancia quimica, produto ou conjunto de substancias causarem alteracfes
toxicas as células [13]. Os resultados dos estudos que investigaram a toxicidade de
nanoparticulas de TiO2, até o momento, sdo contraditorios. A Unica concluséo clara
dos estudos coletivos sobre a toxicidade do TiO2 € que a estrutura cristalina,
tamanho de particula e estado de aglomeracdo das nanoparticulas desempenham
um papel crucial na determinacéo da sua toxicidade [66-67].

Cynthia et al. (2014) mostraram, através de estudos in vitro, que as
nanoparticulas de TiO2 ndo induziram citotoxicidade apds 24 horas de exposigéao,
em cultura primaria de fibroblastos de pele humana [68]. Em contrapartida, em
estudos in vitro com diferentes linhagens celulares, demonstraram que as
nanoparticulas de TiO2 podem induzir toxicidade, estresse, inflamagéo, transducéo
de sinal e modificagBes genéticas [67-68]. Os possiveis mecanismos de toxicidade

incluem o estresse oxidativo, onde as particulas de TiO2 que possuem atividade de
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radical hidroxila desencadeariam a formacédo de espécies reativas de oxigénio [68-
69]. Shukla et al. (2011) confirmaram o envolvimento de espécies reativas de
oxigénio no estresse oxidativo nos tecidos ou danos ao DNA, em células
epidérmicas humanas e HaCaT (linhagem de queratinécitos de pele humana adulta)
[70]. A relagéo entre as nanoparticulas de TiO2 e o dano ao DNA nos fibroblastos
dérmicos humanos também ja foi descrita [71].

Jaeger et al. (2012) descreveram que as células HaCaT (linhagem de
queratinécitos de pele humana adulta) quando expostas a nanoparticulas de TiOz,
eram induzidas a "delecdo comum" mitocondrial. Além disso, esse nanomaterial
exibiu citotoxicidade mediada por espécies reativas de oxigénio e potencial
genotoxico [72]. Yin et al. (2012) também demonstraram que as nanoparticulas de
TiO2 seriam fototoxicas para os queratindcitos da pele humana e que esta
fototoxicidade seria mediada por espécies reativas de oxigénio, geradas durante a
irradiacdo UVA [73].

Além disso, Ghiazza et al. (2014) verificaram que a citotoxicidade e a
genotoxicidade mediadas por espécies reativas de oxigénio devido a nanoparticulas
de TiO2 em células de queratinécitos humanos poderia ser inibida com a presenca
de ferro. Eles sugeriram que a impregnacdo com sais de ferro pode ser uma

estratégia promissora para reduzir este tipo de citotoxicidade e genotoxicidade [74].

Por outro lado, Park et al. (2011) obtiveram resultados opostos sobre a
fototoxicidade de nanoparticulas de TiO2 e seus resultados demonstraram que as
particulas de TiO2 ndo induziram fototoxicidade, irritacdo ou sensibilizagdo em
células da pele [75]. Tucci et al. (2013) relataram que apdés tratamento com 100
mg/mL de TiO2 durante 24 horas, as células HaCaT mostraram a ativacdo de

estresse celular e reducéo da capacidade metabdlica [76].

Embora muitos trabalhos tenham sido conduzidos em uma variedade de
tipos celulares, poucos estudos tém investigado o efeito de nanoparticulas de TiO2
na fase cristalina rutilo em células da pele humana. Além disso, a maioria desses
estudos relata o0 uso de particulas na escala micrométrica e ndo exploram as

interacbes de corona proteica e ibnica e nem as correlacionam com o
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comportamento celular, tornando-se completamente desconhecido o potencial

impacto dos nanomateriais para a saude humana.
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3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral contribuir para a compreensédo dos
efeitos de citotoxicidade das nanoparticulas de didxido de titanio utilizadas em

protetores solares.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar as propriedades fisico-quimicas de nanopatrticulas de TiO2 presentes

na formulagéo de protetores solares.

2) Avaliar o potencial citotoxico de nanoparticulas de TiO2 em células de pele

humanas.

3) Correlacionar as nanoparticulas com as caracteristicas das nano biointerface

(nanoparticulas - células).

4) Estudar a internalizacao celular das nanoparticulas.
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5. METODOLOGIA

5.1. Protetor solar comercialmente disponivel

Este estudo selecionou um protetor solar comercial (SPF = 50), que
menciona a utilizacdo de dioxido de titdnio em sua formulagdo. Para observar as
nanoparticulas, o protetor foi diluido em etanol 100% (3: 7) e 10 pL desta suspenséao
foi colocada sobre grades de cobre revestidas com Formvar. A caracterizacdo das
nanoparticulas foi realizada no microscopio eletrbnico de transmissdao (MET -
Microscopio Eletrénico, TITAN 80-300, FEI, Holanda, operado em 300 kV). O
protocolo de caracterizagéo realizado foi baseado na literatura [83].

5.2. Nanoparticulas de dioxido de titanio

As nanoparticulas de diéxido de titAnio em pd seco (Skyspring
Nanomateriais, EUA, Produto N0.7920DL) apresentando tamanho priméario das
particulas entre 10-30 nm, foram adquiridas pela empresa NAMUR com o objetivo de

mimetizar as nanoparticulas empregadas nos protetores solares.

5.3. Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas de rutilo

Foi preparada uma suspensdo das nanoparticulas de rutilo em agua
ultrapura (sistema de Milli-Q) que foi caracterizada por Microscopia Eletrénica de
Transmisséo de alta resolucéo (JEOL 2100F, Holanda, operado a 200 kV). Anélises
das micrografias obtidas revelaram a morfologia, tamanho e estrutura cristalina

(difracao de elétrons no mesmo microscopio eletrénico) das nanoparticulas.
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5.4. Otimizacdo de um protocolo de dispersao de nanoparticulas

Duas estratégias foram empregadas neste trabalho para as dispersfes de
nanoparticulas em meios biologicos: (1) dispersdo por sonica¢do das nanoparticulas
em meio aquoso e (2) introducdo da dispersdo aquosa de nanoparticulas,

estabilizadas com agente estabilizante, em meio de cultura.

5.4.1. Dispersdo em agua

Para a dispersao das nanoparticulas foi utilizado um ultrassom de modo
indireto (Q-Sonica 700W, EUA), que emprega o método de cavitacdo para facilitar a
ruptura dos aglomerados e formar agregados na escala nanométrica. Foram
realizados testes com diferentes concentracées (1, 5, e 10 mg/mL) de nanopatrticulas
de TiO2 em diferentes amplitudes e tempos de sonicacdo. Todas as dispersdes
foram realizadas em banho de agua com gelo, a fim de evitar o aquecimento da
amostra e estabilizadas por 24 horas. O tamanho das nanoparticulas foi determinado
por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) em um Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments GmbH, Alemanha) e Microscopia Eletronica de Transmissao (JEOL
2100F, Holanda, operado a 200 Kv). As medidas de DLS foram realizadas a
temperatura de 25°C utilizando cuvettes de polistireno descartaveis de 10
milimetros. Para cada condicdo testada, as medidas por DLS foram realizadas em

triplicada.

5.4.2. Dispersdo em meio de Cultura

Apoés obter a melhor condicdo de dispersdo de nanoparticulas em agua
ultrapura (concentracdo de 10 mg/mL, 30% de amplitude e 15 minutos no modo
pulsado), os testes com meio de cultura foram realizados. A solugao estoque com 10
mg/mL de rutilo, estabilizado 24 horas ap6s a dispersdo, foi diluida para uma
concentracéo de 1 mg/mL em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Lonza, Cat. 0000378377) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
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(FBS -Gibco, Cat. 12657029), Keratinocyte Growth Medium (KGM, Lonza, Cat.
0000444755) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal de bovino e Keratinocyte
Growth Medium sem suplemento. Albumina de soro bovino (BSA, fracdo V, Sigma
Aldrich, Cat. 904846-8) foi utilizada como agente estabilizante durante a otimizacéo

do protocolo de dispersédo de nanoparticulas em meio de cultivo.

A caracterizagdo da dispersdo nos diferentes meios de cultivo foi realizada
por DLS. Diferentes concentracdes de BSA (controle (0 mg/mL), 0,6 mg/mL, 18,8
mg/mL e 75,2 mg/mL) foram testadas nas nanoparticulas antes de serem
adicionadas ao meio de cultura. Apds sonicacéo e diluicdo em meio de cultura, cada
amostra foi caracterizada por DLS e por MET.

5.5. Caracterizacdo da nano-bio interface

5.5.1. Adsorcdao de ions

As suspensdes de nanoparticulas em meio de cultivo foram analisadas por
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS), acoplado a um
Microscopio Eletronico de Transmissao de alta resolucdo (HRTEM, Microscopio
Eletrénico, FEI, Holanda, operado a 200 kV). Os mapas de EDS das nanoparticulas

foram obtidos no modo de Microscopia Eletrénica de Varredura (STEM).

5.5.2. Adsorcéo de proteinas

As amostras com 100 pg/mL de nanoparticulas de rutilo diluidas em DMEM
suplementado com 10% de SFB e KGM suplementado com 10% de SFB foram
incubadas durante 1 hora a 37°C e 5% de CO2. Apls, as amostras foram
centrifugadas (Beckman Coulter, Avanti J-26 XP) a 38,400xg, por 1 hora a 4°C. Ao
término da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e os pellets foram lavados
3 vezes com PBS (“Phosphate buffered saline”) 0,01M. Apds a lavagem, os pellets
foram ressuspensos em 200 uL de tampéao 1X (Tris-HCI 0,0625 M, SDS a 2,5%, 5%
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2-mercaptoetanol, 7% de glicerol (estoque)) e as amostras foram congeladas a -
20°C.

+ Dodecil sulfato de sodio (SDS) em gel de poliacrilamida (PAGE)

A adsorcéo de proteinas, a partir de suspensdes de rutilo diluidas em meio
de cultura, foram investigadas por SDS-PAGE. As amostras foram fervidas durante
10 minutos a 100°C e corrida em um gel de poliacrilamida-bis RUNNING 7,5% e
STOCKING 5%. Uma corrente de 120V foi aplicada para separar as proteinas pelo
peso molecular. Ao final, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue 1% (Bio-Rad,
cat. 161-0406).

« Espectrometria de massas

As bandas de proteinas identificadas pela SDS-PAGE foram seccionadas e
digeridas por tripsina. A reducéo de proteinas foi realizada por DTTmM (30 minutos,
a 25°C) e alquilacdo de cisteinas com iodoacetamida (50mM, a 25° C, por 30
minutos no escuro). Em seguida, foi realizada digestdo enzimatica utilizando 0,2ug
de tripsina (Promega, Cat. V5111) diluida em bicarbonato de aménio (50Mm, a 30
minutos em gelo, overnight a 37°C). A mistura de peptideo extraida foi liofilizada em
1% de acido férmico e foi transferida para a StageTip (C18). ApOs secagem das
amostras, foi adicionado 25 pL de acido metanoico (1%). As amostras foram
analisadas em um Espectrébmetro de Massas (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) acoplado a um sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystem, West Palm
Beach, FL, EUA) através de uma fonte de nanoelectrosplay de Proxeon. Os
peptideos foram separados em um gradiente de 2-90% de acetonitrila em 1% de
acido metanoico em uma coluna analitica PicoFrit (20 cm x ID75 ym, tamanho de
particula 5 uym), com um fluxo de 300 nL/min durante 27 minuto. A tensdao do
nanoelectrosplay e a temperatura foram ajustadas para 2,2kV e 275°C,
respectivamente. O método configurado para o LTQ Orbitrap Velosfoi a andlise
dependente de dados (ADD). Os espectros de varredura do SM (m / z 300-1600)
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foram adquiridos no analisador Orbitrap ap6s acumulagédo para um valor alvo de 1 e
6 e aresolugdo no Orbitrap foi ajustada para r = 60.000. Com isso, os 20 ions
peptidicos mais intensos com estados de carga = 2 foram sequencialmente isolados
para um valor alvo de 5.000 e fragmentados na armadilha linear de ions por CID de
baixa energia (energia de colisdo normalizada de 35%).0 limite de sinal para acionar
um evento SM/SM foi ajustado para 1.000 contagens. A exclusdo dinamica foi
ativada com uma lista de tamanho de 500 e a duracéo de excluséo foi de 60 seg. O
valor de Q de ativacéo foi de 0,25 e o tempo de ativacdo foi de 10 ms. Os dados
foram obtidos utilizando o pacote de software Xcalibure as amostras foram

analisadas em trés repeticdes bioldgicas.

As listas de picos (msf) foram geradas a partir de arquivos contendo dados
brutos usando o Proteome Discoverer, versdo 1.3 (Thermo Fisher Scientific) com o
mecanismo de busca Sequeste pesquisado contra otaxonbovino da base de dados
UniProtKB/SwissProt (release 2016 _04) com carbamidometilacdo como modificacédo
fixa. O Software (versao Scaffold_4.5.1, Proteome Software Inc., Portland, OR) foi
utilizado para validar as identificacbes de peptideos e proteinas baseadas em
SM/SM. As identificacBes de peptideos foram aceitas quando se pode estabelecer
uma probabilidade superior a 99,0% para se conseguir um FDR inferior a 1,0% pelo
algoritmo de FDR local de Scaffold. As identificacbes de proteinas foram aceitas
guando se pbdde estabelecer uma probabilidade superior a 80,0% para atingir um
FDR inferior a 1,0% e continham pelo menos um peptideo identificado. As

probabilidades de proteina foram atribuidas pelo algoritmo Protein Prophet.

5.6. Culturas de células primarias em monocamada

As culturas de fibroblastos e queratindcitos primarias foram cedidas pelo
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As mesmas ficaram acondicionadas em
ampolas de congelamento e mantidas em nitrogénio liquido. Apds descongelamento,
as células foram expandidas em frascos de cultura celular de 25 e/ou 75cm?2. O meio
de cultura DMEM suplementado com 10% SFB foi utilizado para cultivar fibroblastos

e KGM suplementado com 10% SFB e sem soro foram utilizados para cultivar
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queratinécitos. Apos plagueadas, as células foram mantidas em uma incubadora
umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2, a temperatura de 37°C. Testes de
esterilidade, para identificacdo de bactérias, fungos e micoplasma foram realizados
no comecgo e no término de todos os processos. Todas as imagens de morfologia
celular foram obtidas em um microscopio Optico invertido (Nikon Eclipse TS100),
utilizando o programa de imagens (Leica Appications Suites — LAS EZ).

5.7. Avaliacdo da citotoxicidade de nanoparticula de TiOz2 (rutilo)

5.7.1. Avaliagéo da citotoxicidade por ensaio de vermelho neutro

Para o teste de viabilidade celular, foi seguido o guia da OECD 129
(Organisation for Economic Co-operationand Development—Guidance documenton
using cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity
tests) que utiliza o ensaio de vermelho neutro. As células foram plaqueadas em 96
pocos e expostas por 48 horas a diferentes concentracées de nanoparticulas como
descrito no guia. As placas foram incubadas em uma incubadora umidificada
contendo 95% de ar e 5% de CO2, a temperatura de 37°C por 48 horas apoés
exposi¢do as nanoparticulas. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e 200 L de
solucdo de formaldeido (0,5%, v/v) em CaClz (1%) foi adicionada a cada poc¢o da
placa teste. Ap6s 10minutos, o sobrenadante foi retirado novamente e 100uL de
solucdo de alcool &cido (50% v/v de etanol, 49% de agua ultrapura e 1% v/v de
acido aceético) foram adicionados a cada poco. A absorbancia foi lida em um
espectrofotometro (Nano Drop 2000, Thermo Fisher Scientific Inc, MA, EUA),

utilizando-se um laser com comprimento de onda de 540nm.

5.7.2. Avaliacao da citotoxicidade por citometria de fluxo

A viabilidade celular foi realizada por citometria de fluxo apds 48 horas de
exposicao a diferentes concentracdes de nanoparticulas de rutilo (controle, 10
png/mL, 46,4 pg/mL e 100 pug/mL), utilizando o kit LIVE/DEAD (Thermofisher Scientific
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INC. Lote: L3224). Utilizamos a Anexina V para marcacdo de células apoptéticas e
lodeto de Propidio (PI) para células necréticas. As células foram lavadas 3 vezes
com PBS 0,01M e, em seguida, foram incubadas com Tripsina 0, 125% por 5
minutos. A tripsina foi bloqueada com a adicdo de meio de cultivo com 10% SFB e
as células foram dissociadas em forca mecéanica. Em seguida, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 500g, o pellet foi ressuspendido em 100 pL de solucdo
tampdao (disponivel no kit) e incubadas por 15 minutos antes da leitura com 3 uL de
Anexina V e 1 uL de PI.

Além da viabilidade celular, analises do ciclo celular também foram
realizadas através da avaliacdo do conteudo de DNA, uma vez que estas analises
sdo utilizadas na identificacdo das variacbes no conteudo genético das células,
fornecendo informacgdes sobre as anormalidades cromoss6micas. Para esta analise
as células foram lavadas 3 vezes com PBS 0,01M e, em seguida, foram incubadas
com Tripsina 0, 125% por 5 minutos. A tripsina foi bloqueada com a adi¢cdo de meio
de cultivo com 10% SFB e as células foram dissociadas com forca mecéanica. Em
seguida, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 500g, o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de PBS e incubadas por 15 minutos antes da leitura com
400 pL do reagente Vindelo’s (100 mL de Tris Buffered Saline, 1 mg de
Ribonuclease A e 7,5 mg de lodeto de Propidio). A leitura foi realizada por um
citobmetro FACSAria™ (BD Biosciences, EUA). Cada experimento foi realizado em
triplicata, com células de 3 diferentes pacientes. A analise dos dados foi realizada no
software FlowJo 10.0.7 (TreeStar).

5.8. Avaliacado dainternalizagcdo de nanoparticulas

Apoés 48 horas de exposicdo a diferentes concentragbes de nanoparticulas
(controle (O pg/mL), 10 ug/mL e 100 pg/mL), as células foram fixadas em 2,5% (v/v)
de glutaraldeido por 1 hora, poés-fixadas durante 15 minutos em 1% de OsOs
(tetroxido de 6smio), desidratadas em acetona e incluidas em Epon. As seccdes

ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila a 10% e citrato de chumbo a
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5% e observadas em um microscopio eletrénico de transmissao (Tecnai Spirit G2,
FEI, Eindhoven, Holanda).

5.9. Analise estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata. Uma resposta de 100%
considerou-se para os controles nédo tratados (isto €, 100% de viabilidade). Médias e
desvios padrao foram calculados e as significAncias estatisticas foram avaliadas pelo

teste t (Sigma Plot) com p<0,005.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo fisico-quimica de um protetor solar, disponivel

comercialmente

Em um primeiro momento, o tamanho das particulas, a forma e a
composi¢cdo quimica de um filtro solar que apresenta nanoparticulas de dioxido de
tithnio em sua formulagéo, foram investigados combinando Microscopia Eletrbnica
de Transmissao (MET) com Espetroscopia por Energia Dispersiva de Raio-X (EDS).
O motivo desta analise foi observar como se encontravam as nanoparticulas no filtro
solar e qual o seu estado de aglomeracao. Nas figuras 4a e b, € possivel observar
que o filtro solar em analise é constituido por aglomerados de nanoparticulas com
diferentes dimensbes, alguns na escala micrométrica e outros na escala
nanomeétrica. De forma complementar, para confirmar que as nanoparticulas
observadas eram de TiOz2, foi realizado um mapeamento da amostra por EDS (Fig.
4c). Confirmamos que o filtro solar analisado no presente trabalho € principalmente
constituido por nanoparticulas de diéxido de titanio.
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Figura 4. Caracterizacdo das nanoparticulas presentes no protetor solar: Imagens de MET: (a)
Visao geral dos aglomerados de nanoparticulas, (b) um agregado de nanoparticulas e (c) EDS, que
confirma que os aglomerados observados sdo de diéxido de titanio. Setas indicam pequenos

agregados de nanoparticulas, na escala nanométrica.

Com o intuito de contribuir para a avaliacdo de potenciais riscos para a
saude humana associados aos cosméticos que contenham nanoparticulas de TiOz,
em uma fase tdo precoce quanto possivel, nanoparticulas de TiO2em p6 seco foram
adquiridas comercialmente. Estas nanoparticulas foram utilizadas de modo a

mimetizar as nanoparticulas empregues nos protetores solares.

A maioria dos artigos avalia o efeito citotoxico de aglomerados de
nanoparticulas na escala micrométrica, contudo, neste trabalho tivemos como

objetivo investigar a citotoxicidade de nanoparticulas na escala nanométrica em
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células da pele, na medida em que no filtro solar foram encontrados aglomerados

nanométricos.

6.2. Caracterizacdo fisico-quimica e dispersdo de nanoparticulas de

dioxido de titanio (fase cristalina - rutilo)

A segunda etapa do trabalho foi realizar a caracterizacao fisico-quimica das
nanoparticulas de diéxido de titanio (rutilo) quando em contato com meio aquoso. A
figura 5a demonstra aglomerados de nanoparticulas de TiO2. Nas micrografias de
MET observamos patrticulas individuais de aproximadamente 21 nm (Figs. 5b e c),
confirmando o tamanho primario das nanoparticulas, tal como descrito pelo
fabricante. A estrutura cristalina, rutilo, das nanoparticulas de TiOz foi confirmada por

difracédo de elétrons (Figura 5d).

Figura 5. Caracterizagao fisico-quimica de nanoparticulas de rutilo: Micrografias de MET
mostrando uma visdo geral (a) dos aglomerados de nanoparticulas, (b) um agregado de
nanoparticulas, onde se observa a morfologia primaria de cada nanoparticula e (c) em um maior
aumento, uma nanoparticula com sua configuracao paracristalina e (d) padrdo de difracao de elétrons
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indicando a fase cristalina rutilo. Note que as faces apresentadas (110), (211) e (301) séo

caracteristicas de nanoparticulas de rutilo.

Quando a solugéo de nanoparticulas de TiO2 (rutilo) em meio aquoso sem
disperséo foi caraterizada pela técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS),
observou-se um tamanho médio de 477,7 + 25,2 nm. Este resultado confirma a
hipétese de que quando os nanomateriais entram em contato com meios aquosos,

tendem a se aglomerar.

Na tentativa de reduzir o tamanho dos aglomerados de TiOz2, utilizamos um
sistema de ultrassom considerado um dos procedimentos-padréo para dispersar os

nanomateriais em estudos toxicolégicos.

Existem dois tipos de sistemas de ultrassom, o que usa modo direto e o de

modo indireto (ver Figura 6).

Figura 6. Sistemas de disperséo: (a) Sistema Direto: a sonda fica em contato direto com a amostra
resultando em contaminacdo e (b) sistema indireto, a sonda fica em contato com um sistema de

eppendorfs evitando qualquer tipo de contaminacao.



43

No presente estudo, foram preparadas suspensbes aquosas de
nanoparticulas de rutilo, utilizando um sonicador de modo indireto, e posteriormente

a caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas foi realizada por DLS e MET.

As variaveis que permitem ser ajustadas num protocolo de dispersdo podem
ser: (1) a concentracdo da solugdo estoque, (2) amplitude, (3) tempo, (4) modo
(continuo ou pulsado). Desta forma, foram realizados diferentes testes de modo a
definir um protocolo de dispersao para o rutilo com o menor tamanho médio possivel

dos aglomerados. Os seguintes testes foram realizados:

e Variacdo da concentragcdo da solucéo estoque e amplitude

Com o intuito de observar o efeito da concentracdo e da amplitude de
sonicacdo, um tempo de 5 minutos foi escolhido (Fig. 7). Notamos que para todas as
concentracOes testadas a mais elevada (10 mg/mL) permitiu a obtencdo de um
menor didmetro médio dos aglomerados. Apds o estabelecimento da concentracédo
em 10mg/mL, o efeito da amplitude foi testado. Na sonicacdo com amplitude de 30%
alcancamos um menor didametro médio de nanoparticulas, assim como melhor indice
de polidisperséo (PDI). O PDI fornece informacbes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos e estabilidade (quanto mais proximo o valor do PDI estiver
de zero mais homogenia e estavel é a dispersdo). Com estes ensaios ficou definido
gue as sonicacfes das nanoparticulas de rutilo seriam realizadas com 30% de

amplitude e com 10mg/mL de concentracao estoque.
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Figura 7. Protocolo de dispersdo de nanoparticulas em éagua: Protocolo de dispersdo de
nanoparticulas em 4gua: Grafico com o didmetro médio dos aglomerados (Z-average) e indice de
polidispersdo (Pdl) obtidos pela técnica de espalhamento dindmico de Luz (DLS) das diferentes
concentracbes e amplitudes de sonicagdo. Os resultados sdo a média + SEM de trés experimentos
independentes. Z-Average: * P<0,05 vs controle (1 mg/mL em 20%); #P <0,05 vs controle (1 mg/mL
em 30%); ZP <0,05 vs controle (1 mg/mL em 50%), PDI:YP<0,05 vs controle (1 mg/mL em 20%); ¥ P
<0,05 vs controle (1 mg/mL em 50%). Observe que para a concentracdo de 10 mg/mL em todas as

amplitudes testadas o tamanho médio dos aglomerados foi menor, e para a amplitude de 30%, o valor

de PDI foi menor.

Com a finalidade de reduzir o tamanho dos aglomerados de nanoparticulas e
evitar 0 aquecimento da amostra, diferentes tempos de sonicacdo foram testados

utilizando a concentracdo e amplitude ja definidas.

e Tempo e modo de dispersao

O rapido aquecimento da amostra pode gerar alteracdo nas propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas. De modo a evitar 0 aquecimento das
nanoparticulas, as sonicacdes foram realizadas em modo pulsado (80% de modo
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pulsado). Na figura 8a estdo apresentados os resultados dos diferentes tempos de
sonicagdo testados. Como é possivel verificar, quanto mais longo é o tempo de

sonicacdo, menor é o tamanho médio dos aglomerados.

Ficou definido com estes ultimos testes que as condi¢cdes de disperséo de
rutilo para uma concentracdo estoque de 10mg/mL é de 30 % de amplitude durante
15 minutos em modo pulsado.Tendo como base estes parametros, os resultados
indicaram através das analises por DLS que a dispersao de nanopatrticulas de rutilo
em agua apresenta um didmetro médio de 142,1 + 5,6 nm e estes tamanhos estao

de acordo com os resultados obtidos por MET (Fig.8b).
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Figura 8. Protocolo de dispersdo de nanoparticulas em agua: (a) Grafico com o diametro médio

dos aglomerados (Z-average) e indice de polidispersao (Pdl) obtidos pela técnica de espalhamento
dindmico de Luz (DLS) dos diferentes tempos de sonicagédo e (b) MET das nanoparticulas de rutilo
dispersas com o protocolo final de dispersdo (10mg/mL e 30 % de amplitude durante 15 minutos em
modo pulsado). Os resultados sdo a média + SEM de trés experimentos independentes. Z-Average: *
P <0,05 vs controle (5 min em modo continuo); QP<0,05 vs controle (5 min em modo pulsado); Q
P<0,05 vs controle (10 min em modo pulsado), PDI: ¥P<0,05 vs controle (5 min em modo continuo);
>P<0,05 vs controle (5 min modo pulsado); #P<0,05 vs controle (10 min modo pulsado). Note que
para a concentracdo de 10 mg/mL, utilizando 30 % de amplitude durante 15 minutos em modo
pulsado foi obtido um menor tamanho médio hidrodinamico, que pode ser confirmada pela imagem de
MET.
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Testes de estabilidade demonstraram que 24 horas apés a sonicagéo, o PDI
diminuiu em média de 0,4 para 0,25, como observado na figura 9.
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Figura 9. Estabilidade da dispersado: Diametro médio dos aglomerados (Z-average) e indice de
polidisperséo (Pdl) apos dispersao (Ohora) e apds 24 horas de dispersdo. Os resultados sdo a média
+ SEM de trés experimentos independentes. Note a reducéo estatisticamente significativa do PDI
para a disperséo apos 24 horas.

Estes resultados demonstram que a dispersdo esta mais estavel, de modo
que para o estudo da dispersdo das nanoparticulas em meios bioldgicos, todas as

dispersdes utilizadas foram estabilizadas durante 24 horas.

6.3. Dispersao das nanoparticulas em meios biolégicos

Na tentativa de otimizar um protocolo de estabilizagdo em meio de cultura,
diferentes abordagens foram adotadas. A primeira etapa foi determinar se a
disperséo de nanoparticulas de rutilo se mantinha em nanoescala apos a diluicdo
em dois diferentes meios de cultura (DMEM e KGM), suplementados com 10% de

soro fetal bovino (SFB). Estes meios foram selecionados, uma vez que os estudos
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de citotoxicidade foram realizados com fibroblastos (meio utilizado: DMEM High

Glucose) e queratindcitos (meio utilizado: KGM).

Os resultados nos diferentes meios mostraram um aumento significativo no
diametro médio das nanoparticulas e do indice de polidispersdo. De modo a reduzir
a aglomeracdo, albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como agente
estabilizante. Diferentes concentracdes de BSA foram testadas, mantendo a mesma
adicdo do volume (Fig. 10a). Além disso, sabe-se que 0s meios bioldgicos testados
sdo ricos em espécies idnicas, e que estas podem alterar a carga superficial das
nanoparticulas. Devido a este fato, medidas de potencial zeta foram realizadas (Fig.
10b).
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Figura 10. Dispersdo das nanoparticulas em diferentes meios de cultivo: (a) Diametro médio e
PDI e (b) medidas de potencial zeta, dos aglomerados de nanoparticulas ap6s dispersdo em agua e
interacdo com os diferentes meios de cultivo (DMEM High Glucose suplementado com 10 % de soro
e KGM suplementados com 10 % de soro) com e sem contato com o agente estabilizante BSA. Os
resultados sdo a média + SEM de trés experimentos independentes. Z-Average: * P <0,05 vs controle
(H20); £P<0,05 vs controle (BSA [0 mg /mL] em DMEM High Glucose 10% SFB); YP <0,05 vs
controle BSA [6 mg/mL] em DMEM High Glucose 10% SFB; #P <0,05 vs controle (BSA [0 mg/ml] em
KGM10% SFB). PDI: € P <0,05 vs controle (H20); ¥ P <0,05 vs controle (BSA [0 mg/mL] em DMEM
High Glucose 10% SFB); aP <0,05 vs controle (BSA [0 mg/mL] em KGM10% SFB). Observe que a
introducdo de BSA reduziu significativamente o tamanho médio das nanoparticulas e PDI em ambos
0s meios de cultivo, assim como também € possivel notar que a carga de superficie das

nanoparticulas aumentou ap6s o contato com meio de cultivo.
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A introducdo de BSA reduziu significativamente o tamanho das
nanoparticulas e o PDI em comparacao com a diluicdo direta das nanoparticulas em
meio de cultura, independentemente da concentracdo usada em ambos 0s meios.
Entre as diferentes concentracdes de BSA estudadas, foi observada uma reducéo
no tamanho médio das nanoparticulas e PDI utilizando uma concentracéo final de
BSA de 0,6 mg/mL para ambos os meios de cultura. De acordo com as medidas de
potencial zeta, foi observado um aumento da carga superficial das nanoparticulas

guando em contato com o meio biologico, independente do BSA.

6.4. Adsorcdo de proteinas e ions do meio de cultura a superficie das

nanoparticulas

Para confirmar a adsor¢cdo de ions e proteinas sugerida pelos resultados de
potencial zeta na superficie das nanoparticulas, andlises de EDS no modo STEM
foram realizadas. Foi detectada a adsorcéo preferencial de ions de célcio (Ca) e de
fésforo (P) provenientes do meio de cultura as nanoparticulas, resultado este, que
nao foi observado no aglomerado de nanoparticulas em agua (controle) (Fig. 11). O
anico elemento que mostrou diferenca foi o Ca, onde o mapa revelou uma maior
guantidade para o meio DMEM. Estudos realizados com as nanoparticulas em meio
de cultura sem soro, também mostraram a adsorc¢éo preferencial de ions de calcio e
de fosforo, indicando que a adsorcéo é independente das proteinas do soro. Além
da adsorcao de ions, foi possivel observar a presenca de enxofre (S) que € relativa a
adsorcdo de proteinas as superficies das nanoparticulas. E importante reparar que a

sua distribuicdo é bastante homogénea.
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Figura 11. Formacdo de bio-complexos rutilo em meio de cultura: Analises dos mapas
elementares de 1mg/mL de nanoparticulas de rutilo diluidos em ambos os meios de cultivo (DMEM
High Glucose 10% SFB e KGM 10% SFB) por EDS obtido no modo STEM. Note a adsor¢éo

preferencial de ions de elementos P-K, Ca-K sob as nanoparticulas de TiO2.
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A fim de identificar as possiveis proteinas adsorvidas as nanoparticulas, foi
realizada andlise protebmica. Na figura 12 encontram-se os resultados de

eletroforese em gel de poliacrilamida para ambos os meios de cultivo.

DMEM KGM
DMEM NPs de Rutilo KGM NPs de Rutilo
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Figura 12. Analise protedmica: Gel de poliacrilamida das nanoparticulas de rutilo (100 pg/mL)
diluidos em ambos os meios de cultivo (DMEM High Glucose 10% SFB e KGM 10% SFB). Através

desta imagem podemos concluir que existem proteinas adsorvidas a superficie das nanoparticulas.

O gel de poliacrilamida apontou a presenca tanto de diferentes como de
semelhantes proteinas adsorvidas as nanoparticulas (1 mg/mL) em ambos meios de
cultura (DMEM e KGM) suplementados com 10% de SFB. Uma maior quantidade de
bandas foi observada no meio KGM exposto a nanoparticulas, quando comparado
com DMEM.

Estas amostras foram depois analisadas por espectrometria de massa, onde
foram reveladas 57 proteinas em comum e 44 e 40 proteinas diferentes em DMEM e
KGM, respectivamente. Na figura 12 encontram-se as 20 proteinas mais abundantes
em ambos os meios (Fig. 13a), assim como suas principais fungdes (Fig. 13b).
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Figura 13. Identificacdo das proteinas e sua funcéo: (a) As 20 proteinas corona mais abundantes
e (b) as principais funcBes moleculares associadas as mesmas. Note que as proteinas albumina

tombospondina e protrombina foram as mais presentes na superficie das nanoparticulas e, entre as
principais funcdes observadas estao a funcéo de ligagcdo ao calcio e resposta imune
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Os resultados de adsor¢éo de ions e proteinas confirmam a formacéo de um
bio-complexo quando as nanoparticulas entram em contato com o meio de cultura.

Possivelmente este bio-complexo tem consequéncias no comportamento biologico.

6.5. Avaliacado da citotoxicidade de nanoparticula de TiOz (rutilo)

Para todos os testes de citotoxicidade, optamos por trabalhar com cultura
primaria de fibroblastos e queratindcitos, uma vez que estes visam simular o que
acontece quando as nanopatrticulas entram em contato com células que compdem a

pele.

Os fibroblastos foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10%
SFB mantendo uma morfologia alongada caracteristica (Fig. 14a). Os queratindcitos
por sua vez, foram cultivados com KGM suplementado com 10% SFB, contudo foi
possivel visualizar que rapidamente as células se diferenciavam perdendo a sua
capacidade proliferativa (Fig. 14b). Levando em conta este fato, e seguindo a
literatura, os queratindcitos foram cultivados somente com KGM (sem
suplementacdo de soro), onde pode-se observar uma melhoria na morfologia e na

capacidade proliferativa (Fig. 14c).

Figura 14. Cultura primaria de células da pele em monocamada:(a) Fibroblastos cultivados em
meio DMEM High Glucose 10% SFB, (b) queratinécitos cultivados em meio KGM 10% SFB e (c)
gueratinécitos cultivado em meio KGM sem soro. Note que os queratindcitos em meio KGM 10% SFB

apresentaram o citoplasma aumentado, que séo caracteristicos de células diferenciadas.
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ApOs esta evidéncia, foi necessario otimizar novamente a estabilidade das
nanoparticulas em KGM sem soro. Os resultados demonstraram que o0s
aglomerados de rutilo em KGM estabilizados com BSA apresentam um tamanho
meédio de 266 nandmetros (Fig. 15a), correspondendo ao tamanho médio observado
nos meios suplementados com SFB (DMEM e KGM), assim como também foi
observado por medidas de potencial zeta o aumento da carga de superficie das

nanoparticulas apés a adicdo do meio de cultivo KGM sem soro (Figura 15b).
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Figura 15. Dispersdo em meios KGM sem soro: (a) Diametro médio e PDI e (b) medidas de
potencial zeta, dos aglomerados de nanoparticulas apods dispersdo em agua e interagdo com 0s
meios de cultivo KGM sem soro, com e sem contato com o agente estabilizante BSA. Os resultados
sdo a média + SEM de trés experimentos independentes. Z-Average: * P <0,05 vs controle (H20); o
P<0,05 vs controle (BSA [0 mg /mL]), PDI: # P <0,05 vs controle (H20); Potencial Zeta: * P <0,05 vs
controle (H20). Observe que a introducdo de BSA reduziu significativamente o tamanho médio das

nanoparticulas, assim como também é possivel notar que a carga de superficie das nanoparticulas

aumentou ap0s o contato com meio de cultivo.

Em relacdo a adsorcdo de proteinas, pelos resultados de SDS-PAGE é
possivel verificar que algumas das bandas presentes no KGM suplementado com
soro sdo semelhantes as bandas de KGM controle indicando a presenca de

proteinas semelhantes. Da literatura sabe-se que as proteinas presentes no KGM
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sdo preferencialmente: transferrina, insulina e epinefrina. Novos ensaios de
espectrometria de massas sdo fundamentais para entender quais as proteinas
adsorvidas as superficie do rutilo (analises a realizar). Em relacdo a adsorcéao de
ions, foi possivel verificar a adsorcéo preferencial de ions de célcio e de fésforo
provenientes do meio de cultura as nanoparticulas ndo estabilizadas com BSA (Fig.
16a) e estabilizadas com BSA (Fig. 16b).

50nm

Figura 16. Formac&o de bio-complexos em meio de cultura KGM: Andlises dos mapas
elementares de 1mg/mL de nanoparticulas odo STEM. Note o a adsorcdo preferencial de ions de
elementos P-K, Ca-K sob as nanoparticulas de TiO2 de rutilo estabilizadas com BSA e diluidos em
meios de cultivo KGM sem soro por EDS obtido no modo STEM. Note a adsor¢éo preferencial de ions

de elementos P-K, Ca-K sob as nanoparticulas de TiO2.

6.5.1. Avaliacao da citotoxicidade por ensaio de vermelho neutro

Como j& descrito, até 0 momento, ndo existe uma padronizacdo para
avaliacdo da toxicidade de nanomateriais. Como forma alternativa, a Guideline da
OCDE 129 (Organisation for Economic Co-operation and Development - Guidance
document on using cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute oral
systemic toxicity tests) foi implementada como protocolo potencial validado para
avaliar o efeito citotoxico das nanoparticulas de rutilo. Na figura 17 estédo
apresentados os resultados obtidos no ensaio de vermelho neutro para os dois tipos

celulares.
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Figura 17. Ensaio de vermelho neutro: Testes realizados utilizando cultura priméria de (a)
fibroblastos e (b) queratinécitos.* P <0,05 vs controle (0 ug/mL). Note que o aumento significativo da

absorbancia nos controles sugere interferéncia com as nanoparticulas.

Com estes testes, foi possivel visualizar um aumento significativo da
absorbancia no grupo controle dos queratindcitos a medida que a concentragédo de
nanoparticulas aumentava, o que sugere que as nanoparticulas de rutilo parecem

interferir com o ensaio de vermelho neutro.
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6.5.2. Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular, para ambos tipos celulares, foi analisada por citometria
de fluxo apds 48 horas de exposicdo a diferentes concentracdes de nanoparticulas
utiizando marcacdo para anexina V e lodeto de propidio (Pl) (Fig. 18). A
classificacdo das células foi feita de acordo com a intensidade de marcacéao.
Considerou-se células vivas, as células sem marcacdo (-Anexina V/ -Pl),
apresentadas no quadrante 4 (Q4), células em apoptose recente, células anexina V
positivo e Pl negativo (+Anexina V / -IP), apresentadas no quadrante 3 (Q3), células
em apoptose tardia, as células anexina V positivo e Pl positivo (+Anexina V / +IP),
apresentadas no quadrante 2 (Q2) e células em necrose, células marcadas somente
com PI (-AV/+IP), apresentadas no quadrante 1 (Q1).
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Figura 18. Citometria de fluxo: Histograma com a distribuicio de (a) fibroblastos e (b)
gueratinécitos, de acordo com sua intensidade de marcacao para anexina V e Pl, apos 48 horas de
exposigcdo a diferentes concentracbes de nanoparticulas (imagem representativa de uma amostra).
Observe que com o aumento da concentragdo de nanoparticulas, a intensidade de marcacédo

aumentou nos quadrantes Q1 e Q2.
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Desta forma, foi possivel observar que com o aumento da concentragdo das
nanoparticulas de rutilo, houve a tendencia do aumento do numero de células

apoptoticas e necroticas.

Na figura 19 encontra-se a média dos resultados obtidos no teste de
viabilidade celular por citometria de fluxo, separadas pela taxa de células viaveis,

apoptoticas (apoptose recente e apoptose tardia) e necroticas.
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Figura 19. Viabilidade celular: Histograma da média de trés experimentos independentes
analisados por citometria de fluxo com marcacdo para anexina V-FITC e PI. (a) Fibroblastos e (b)
gueratinécitos, apds 48 horas de exposicao a diferentes concentrages de nanoparticulas. Ndo houve
diferencas significativas. Note a tendéncia de morte celular com o aumento da concentracdo de

nanoparticulas.
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Foi observado nos fibroblastos que nao ocorreu reducdo significativa do
namero de células viaveis com o aumento da concentracdo de nanoparticulas,
contudo é possivel observar uma tendéncia do aumento da taxa de necrose para as
duas maiores concentracdes, quando comparadas com seu controle. Todavia, no
que diz respeito aos queratinécitos, houve uma tendéncia do aumento da taxa de

apoptose e necrose com 0 aumento da concentracao de nanoparticulas.

As avaliacbes do ciclo celular foram realizadas através da analise do

conteudo de DNA nas mesmas condicfes dos testes de viabilidade (Fig. 20).
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Figura 20. Ciclo Celular: Histograma do ciclo celular obtido por citometria de fluxo, ap6s 48 horas de

exposicdo a nanoparticulas de TiO2 em diferentes concentracfes. (a) Fibroblastos e (c) queratindcitos

(imagem representativa de uma amostra). Determinagdo quantitativa das fases do ciclo celular em (b)

fibroblastos e (d) queratindcitos, em diferentes concentragBes de nanoparticulas, apos 48 horas de

exposicdo. Observe que ndo houve diferencas significativas nas fases do ciclo celular.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas das taxas

de células na fase G1 e S/G2 entre as diferentes concentracdes de nanoparticulas

para nenhum dos dois tipos celulares.

6.6.

Morfologia e contagem celular

Na figura 21 pode-se observar imagens representativas das culturas de

células em monocamada apos 48 horas de exposicdo as nanoparticulas, nas

diferentes concentragfes, obtidas por microscopia oOptica. A reducédo do numero de
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células com o aumento da concentracdo de nanoparticulas € visivel para ambos os
tipos celulares, assim como alteragcbes na morfologia das células. O acumulo de
nanoparticulas no citoplasma também foi observado, principalmente na

concentracdo mais alta de nanoparticulas.
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Figura 21. Imagens das culturas de células em monocamada, obtidas por microscopia 6ptica:
Cultura primaria de (a) fibroblastos e (b) queratindcitos, apds 48 horas de exposicao a diferentes
concentracdes de nanoparticulas de TiOz. Note a redug&o do nimero de células com o aumento da

concentracdo de nanoparticulas.
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Uma contagem de células apds 48 horas de exposicao foi realizada para os
dois tipos celulares. A média da quantificacdo de células para as diferentes

concentracOes estdo apresentadas na figura 22.
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Figura 22. Quantificacdo celular: Numero de células nas diferentes concentracbes para (a)
fibroblastos e (b) queratinécitos, apds 48h de exposicdo a nanoparticulas. Note a reducao significativa

do nimero de células com o aumento da concentracéo de nanoparticulas.

Estes resultados mostram uma reducdo do nimero celular com o aumento da
concentracdo de nanoparticulas, apos as 48 horas de exposi¢cdo, para ambos os
tipos celulares.
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6.7. Avaliacao da internalizacéo celular

Os estudos da internalizacdo de nanoparticulas foram realizados por
microscopia eletrbnica de transmissdo. Na figura 23, encontram-se as micrografias
dos dois tipos celulares tratados e nao tratados com nanoparticulas de TiO2 apés 48
horas de exposicéo. E possivel observar as organelas, como nucleo, mitocondrias,
reticulo endoplasmético, entre outras. Pelas analises das micrografias € possivel
sugerir que as nanoparticulas foram internalizadas por endocitose, como observado

nas figuras 23c e d.
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Figura 23. Estudo da internalizagcdo de nanoparticulas: Micrografias eletrdnicas de fibroblastos (a)
ndo tratado (controle) e (c, e, g) tratados com nanoparticulas e queratindcitos (b) ndo tratados
(controle) e (d, f, h) tratados com nanoparticulas de rutilo, apds 48 horas de exposigdo. A seta indica

um aglomerado de nanoparticulas sendo endocitado.

Logo apés internalizacdo, aparentemente, as nanoparticulas permanecem
de preferéncia em estruturas microvesiculares com membrana bem definida e

tendem a se acumular na regiao perinuclear, como observado na figura 23f.
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7. DISCUSSAO

A cada ano que passa, o mercado global vem gradativamente passando por
periodos de transformacdes cientificas e tecnoldgicas, resultando na ampla
utilizacdo da nanotecnologia em diferentes produtos [1-3]. Consequentemente, a

exposicdo dos consumidores a nanoparticulas vem aumentando.

Nanoparticulas sdo muito utilizadas, como por exemplo em processos
quimicos, dispositivos médicos (implantes, préteses, sistemas de liberacéo
controlada de farmacos), industria alimentar, farmacéutica e de cosméticos [1-10].

Desta forma, € extremamente relevante avaliar a seguranca destes nanomateriais.

O didxido de titénio (TiO2) vem chamando atencéo para pesquisas uma vez
que, além de estar no ranking entre os cinco nanomateriais mais utilizados, possui
diversas aplicacdes, como em pigmento para papeéis, plasticos e alimentos, como
sistema de liberacdo de farmacos, cosméticos, entre outros [40]. Na é&rea de
cosmeéticos, principalmente em filtros solares, nanoparticulas de TiO2 sao usadas
regularmente, devido a sua capacidade de refletir e espalhar raios UVB (290-320
nm) e UVA (320-400 nm) [22]. No que diz respeito a regulamentacdo, o limite
maximo permitido de TiO2 em protetores solares é de 25% (v/v) [77] e atualmente as
indUstrias européias sédo obrigadas a declarar no rétulo da embalagem a presenca

de nanoparticulas [78].

O tamanho, a forma, o estado de agregacdo e a estrutura cristalina das
nanoparticulas sao importantes caracteristicas fisico-quimicas que devem ser
levadas em consideracdo, pois esses parametros podem afetar tanto a resposta
celular bem como influenciar a sua capacidade de penetragcédo na pele [51]. Devido a
sua reducdo de tamanho, as nanoparticulas passam a ter uma maior area de
superficie por unidade de massa, aumentam a sua reatividade e, por consequéncia,

influenciam a citotoxicidade [42-43].

O aumento da exposicdo dos individuos aos nanomateriais € de grande
preocupacdo cientifica, o que tem gerado o0 avanco dos estudos sobre
nanotoxicidade. Logo, € extremamente necessario que a seguranca dessas

particulas seja elucidada, para beneficio e protecdo dos consumidores. Contudo, é
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importante referir que a regulamentacdo na area de nanotecnologia ainda esta na
sua infancia. Atualmente existem projetos em todo o mundo, a desenvolverem
regulamentacao para a area de nanotecnologia. Um exemplo foi o projeto da Unido
Europeia (EU), NanoReg (A common European approach to the regulatory testing of
Manufactured Nanomaterials) que terminou no inicio deste ano e do qual o
INMETRO participou. Deste projeto, um dos grandes problemas encontrados é que
as nanoparticulas podem interferir com os métodos de analise de viabilidade celular,
havendo a necessidade de se desenvolverem novos meétodos ou mesmo realizar

adaptacdes nos ja existentes.

7.1. Analises de protetor solar comercialmente disponivel

As analises de MET realizadas neste estudo demonstraram que o0 protetor
solar, comercialmente disponivel, embora seja constituido por aglomerados
micrométricos de nanoparticulas de TiO2, também apresenta agregados na escala
nanomeétrica. S80 com esses pequenos agregados manométricos que surgem
nossas preocupacoes, sendo uma das motivacdes que desencadeou este estudo.
Na literatura, a maioria dos artigos avalia o efeito citotoxico de aglomerados de
nanoparticulas presentes em protetores solares, na escala micrométrica [34,75,79].
Da literatura, sabe-se que a morfologia alongada é caracteristica de nanoparticulas
de TiO2 na fase cristalina rutilo [80]. No presente estudo, por anélise elementar
realizada no EDS, confirmamos que as nanoparticulas observadas no protetor solar
sdo de dioxido de titanio, ndo tendo sido possivel discernir em relacdo a sua

estrutura cristalina.

Com base nestes resultados, o objetivo deste estudo foi 0 de investigar a
citotoxicidade de nanoparticulas de TiO2 na escala nanométrica em células de pele
(queratindcitos e fibroblastos primarios) humana. Para tal, nanoparticulas de TiOz na
fase cristalina rutilo foram adquiridas comercialmente e utilizadas de modo a

mimetizar as nanoparticulas empregadas nos protetores solares.
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7.2. Caracterizacao e dispersdo de nanoparticulas de rutilo

Ap0s aquisicdo das nanoparticulas de TiOz, foi realizada uma caracterizacao
fisico-quimica destas por diferentes técnicas. As analises obtidas por MET
mostraram que o tamanho primario das nanoparticulas estava entre 20 e 30
nandmetros, confirmando o tamanho descrito pelo fabricante. A estrutura cristalina
do rutilo foi confirmada por difracdo de elétrons tendo como referéncia o estudo de
Kowalski et al. (2009) [81]. Esses autores demonstraram que para o TiO2 na fase
cristalina rutilo, os planos (110), (211) e (301) sdo os mais intensos, sendo que a
face (110) é a mais termodinamicamente estavel e, portanto, é a dominante em seus

cristalitos [81].

A técnica de DLS € nao invasiva, muito utilizada para medir tamanho e
distribuicdo de tamanho de moléculas ou particulas em suspensédo. Desta forma, a
leitura do tamanho médio das nanoparticulas de TiO2 em meio aquoso foi realizada,
obtendo-se um tamanho médio de 477,7 £ 25,2 nm, confirmando os resultados de
aglomeracdo observados por MET. A tendéncia para a aglomeracdo das
nanoparticulas quando em contato com meio aquoso, pode ser explicada pela
reducdo do equilibrio termodindmico. Desta forma, as nanoparticulas tendem a se
aglomerar espontaneamente e, assim, reduzir a grande energia livre de superficie
[82]. Esta aglomeracdo do TiO2 em solucdo aquosa ja havia sido descrita por
Taurozzi et al. (2013) [83].

Com o objetivo de reduzir o tamanho médio destes aglomerados, utilizamos
um sistema de ultrassom, uma vez que € um dos procedimentos mais usados para
dispersar nanomateriais em estudos toxicologicos. Este sistema emprega o método
de cavitagao para facilitar a ruptura dos aglomerados e formar agregados na escala
nanometrica [83-84]. No entanto, ha dois tipos de sistema de ultrassom, o de modo
direto e o indireto. No modo direto, a sonda fica em contato direto com a solucéo a
ser dispersada enquanto que no modo indireto ha um suporte para eppendorfs e a
solucdo a ser dispersada fica no seu interior. Na literatura ha a descricdo que no
modo direto ocorreria a contaminacao da amostra com particulas de aluminio, titanio

e vanadio, provenientes da degradacdo da sonda [85]. Uma vez que trabalhamos
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com sistemas bioldgicos e tentamos reduzir ao maximo as chances de

contaminagao, optamos por trabalhar com o modo indireto.

Como j& descrito, algumas varidveis podem ser ajustadas em um protocolo
de dispersdo, como a concentracdo da solucdo estoque, a amplitude, o tempo de
sonicacdo e o modo de sonicagao (continuo ou pulsado). Com o propésito de definir
um protocolo de dispersdo, com menor tamanho médio possivel dos aglomerados,

diferentes testes foram realizados.

Ao testar diferentes concentracbes de nanoparticulas verificamos que em
maior concentracao (10 de mg/mL) o diametro médio dos aglomerados foi menor. De
acordo com Taurozzi et al. (2011), a sonicacdo com maior concentracdo de
particulas tem a vantagem de ocorréncia de uma maior frequéncia de colisdo de
particulas, aumentando a desaglomeracdo devido ao aumento do numero de

impactos de particula-particula [84].

Da literatura, sabe-se que a reducdo do tamanho da particula depende da
amplitude/energia aplicada por volume da dispersdo [86]. Levando este fato em
consideracdo, observamos que para amplitude de 30% foi alcangcada uma melhor
distribuicdo e menor didametro médio de nanoparticulas, assim como melhor PDI. O
PDI nos fornece informacfes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos
e estabilidade (quanto mais préximo o valor do PDI estiver de zero mais homogénea
e estavel é a disperséo). Portanto, a concluséo obtida do primeiro teste de dispersao
foi que as sonicacBes das nanoparticulas de rutilo seriam realizadas com 30% de
amplitude e com 10mg/mL de concentracao estoque. Apos fixar a concentracdo a
ser trabalhada (10 mg/mL) e a amplitude (30%), o proximo teste foi o tempo e o

modo (continuo ou pulsado) de sonicacéo.

Sabe-se que o sonicador, também conhecido como ultrassom, ao ser
aplicado em liguidos em altas intensidades, faz com que as ondas sonoras se
propaguem para o liquido de disperséo, resultando em ciclos alternados de
compressao (alta pressao) e rarefacao (baixa pressao), que variam de acordo com a
frequéncia aplicada. Durante a transicdo destes ciclos (de baixa pressédo para alta
pressdo) sao formadas pequenas bolhas de vacuo que colidem violentamente

(fendbmeno conhecido como cavitacdo), levando ao aquecimento da amostra.
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Portanto, o aguecimento da amostra varia de acordo com a frequéncia e tempo de
sonicagcdo aplicados [84]. Muitos pesquisadores jA& descreveram como método
alternativo para reduzir o aquecimento colocar a amostra a ser dispersada imersa

em um recipiente com gelo ou agua gelada [83-86].

Entretanto, nés observamos que com o tempo de 5 minutos de modo
continuo o aquecimento da suspensédo foi consideravel, mesmo quando esta se
encontrava imersa em banho de 4gua gelada. Por esta razdo, um modo de operacéo
pulsada (em vez do modo continuo usado anteriormente) empregamos para testes
de otimizacdo adicionais. Os tempos de sonicacdo de 5, 10 e 15 minutos foram
entdo testados sob uma amplitude de 30% num regime pulsado (8 segundos ligado
e 2 segundos desligado). Conforme ilustrado nos resultados, ndo houve alteragcdo no
tamanho médio das particulas (grandes aglomerados foram observados assim como
rapida sedimentacéo) até o tempo de 10 minutos de modo pulsado. Entretanto, aos
15 minutos de modo pulsado, os grandes aglomerados foram eliminados dando

origem a uma média de distribuicdo de tamanho de particulas menor.

Y

O aumento do tempo de sonicagcdo muitas vezes leva a reducdo dos
aglomerados de nanoparticulas uma vez que aumenta a colisdo entre as particulas,
0 que explicaria os resultados observados [84]. No entanto, deve-se tomar cuidado
com o tempo aplicado, pois ele, assim como a poténcia aplicada, descrevem a
quantidade de energia empregada a suspensdo. Desde modo, periodos longos de
sonicacdo levam ao aumento da energia efetiva fornecida, gerando aquecimento da
amostra, gue consequentemente, pode levar a alteracbes das propriedades fisico-
quimicas do material, induzindo a reaglomeracdo e, at¢é mesmo, a formacdo de
agregados. Vale ressaltar que este fendmeno néo foi observado no nosso estudo,
entretanto, muitos estudos ja evidenciaram este fendmeno, demonstrando o
aumento do tamanho dos aglomerados das particulas a partir de um determinado

limiar de energia de sonicagéo [86-88].

Estes resultados mostraram que a otimizacdo do nosso protocolo de
dispersdo de nanoparticulas de rutio em agua apresentou um tamanho
hidrodinamico médio de 142,1 £ 5,6 nm, o que esta de acordo com as micrografias

de TEM. Portanto, uma concentracdo de 10 mg/mL, um tempo de sonicacao de 15



73

minutos e uma amplitude de 30% no modo de pulsado foram selecionados para
testes adicionais.

Como o valor do PDI estava elevado, realizamos um teste de estabilidade
apos 24 horas. Neste tempo de estabilizacdo o PDI apresentou uma reducao
estatisticamente significativa. Este resultado pode ser explicado, uma vez que,
durante as 24 horas de estabilizacdo os grandes aglomerados de nanoparticulas
sedimentam-se, deixando a suspensdo mais homogénea e estavel. Levando este
fato em consideracdo, para o estudo da dispersdo das nanoparticulas em meios

bioldgicos, todas as dispersdes utilizadas, foram estabilizadas durante 24 horas.

7.3. Caracterizacdo das nanoparticulasde rutilo nos meios de cultura

Apos finalizar o protocolo de dispersdo em meio aquoso, as suspensodes
preparadas em agua foram diluidas em dois diferentes meios de cultivo, DMEM,
meio utilizado para cultivar fibroblastos e KGM, meio utilizado para -cultivar
queratindcitos, ambos suplementados com 10% FBS (v/v).

Apés introduzidas nos respectivos meios de cultivo observamos que o
tamanho médio das nanoparticulas em ambos 0S meios aumentou
significativamente, assim como o PDI. Possivelmente, cargas eletrostaticas atrativas
parecem dominar, além disso as préprias proteinas do meio de cultura contribuiriam
(ou parecem contribuir) para esta aglomeracao [89]. Devido a este fato, uma grande
variedade de estabilizantes tem sido estudada com o intuito de estabilizar
nanoparticulas em meios bioldgicos. Uma das opc¢bes mais atraentes tem sido a
utilizacdo de proteinas devido a sua biocompatibilidade e ao fato de que as mesmas
podem mimetizar o revestimento real que as particulas espontaneamente adquirem

quando introduzidas em matrizes bioldgicas [89].

A albumina de soro bovino (BSA) é frequentemente usada como agente
estabilizante, pois é a proteina mais abundante no soro e esta presente em
concentracdo elevada em muitos meios de cultura utilizados para estudos
toxicoldgicos [86,90-91]. Ji et al. (2010) demonstraram uma melhoria significativa na

estabilidade das nanoparticulas em uma variedade de meios biologicos, quando a
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BSA é utilizada [92]. Possivelmente, os estabilizantes aderem-se a superficie das
nanoparticulas criando uma corona proteica de modo que, quando introduzido no
meio de cultura, esta corona protege da reaglomeracdo [89]. Entretanto,
recentemente, foi demonstrado que ndo sé a BSA mas também polimeros, como por
exemplo o polietilenoglicol (PEG), estabilizam nanoparticulas de titanio em meio de
cultivo [93].

Na tentativa de reduzir a aglomeracéo, neste estudo a BSA foi utilizada
como agente estabilizante. No entanto, o proximo obstaculo foi encontrar a melhor
concentracdo a ser utilizada deste estabilizante, a fim de aprimorar os resultados na
busca por um tamanho médio menor das nanoparticulas. Diferentes concentracfes
de BSA foram testadas. Foi possivel observar uma redu¢cdo no tamanho médio das
nanoparticulas e de PDI utilizando uma concentracéo final de 0,6 mg/mL de BSA
(solucdo estoque de 6 mg/mL) para os dois tipos de meio. Observamos que a
introducdo da BSA levou a uma reducdo significativa do tamanho médio das
nanoparticulas como também a reducédo do PDI, quando comparados com a dilui¢céo

direta das nanoparticulas em meio de cultivo.

Quando se iniciaram os estudos in vitro, foi possivel observar que, ao
cultivar os queratindcitos em KGM suplementando com 10% FBS, as células
rapidamente se diferenciavam e perdiam sua capacidade proliferativa. No meio KGM
sem soro, permaneciam com o seu fendtipo e com sua capacidade proliferativa
aumentada. Devido a esse fato, optamos por trabalhar com o meio KGM puro, sem
soro, como ja descrito na literatura [94]. Apds esta evidéncia, foi necessario otimizar
novamente a estabilidade das nanoparticulas no meio KGM. Neste meio, foi
necessario aumentar a concentracao de BSA, assim como o volume adicionado para
gue tivesse uma boa estabilizacdo das nanoparticulas. Possivelmente, a auséncia
de SFB, que apresenta em sua formulagédo BSA, levou a uma maior aglomeracéo
das nanoparticulas e, devido a isso, uma maior concentracdo de BSA foi necessaria

(concentragéo final de 75,2 mg/mL).

A carga de superficie das nanoparticulas pode ser examinada por medidas
de potencial zeta. Os resultados de potencial zeta mostraram que as nanoparticulas
de TiO2 mudam de um valor de potencial zeta negativo em agua desionizada, para

um valor maior quando dispersos em ambos 0s meios de cultivo, com e sem BSA. A
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alteracdo do valor do potencial zeta se deve a complexidade do meio de cultura
celular, que possui varias espécies idnicas, assim como uma mistura de diferentes
guantidades de aminoéacidos, vitaminas e glicose. A adsorcédo de proteinas do meio
de cultivo a superficie das nanoparticulas possivelmente atenua o efeito de

aglomeracao produzido por alteragdes desfavoraveis no pH e na forca ibnica [89].

Como os resultados de potencial zeta demonstraram alteracées nos seus
valores e estes podem ser devidos a adsorcdo de espécies idnicas e proteicas,
andlises de EDS e proteémica foram realizadas.

Por EDS foi possivel observar a adsorcdo preferencial de calcio (Ca) e
fésforo (P) assim como de enxofre (S) derivado dos meios de cultivo a superficie das
nanoparticulas, para ambos o0s meios. Nao foram encontradas diferencas
significativas no teor dos elementos S e P. O mapa de Ca revelou uma ligeira
diminuicdo no seu contetdo no meio KGM uma vez que o contetdo deste elemento
neste meio é inferior quando comparado com o DMEM (0,1 mM de Ca no meio KGM
suplementado com 10% de SFB e 0,2 mM de Ca no meio DMEM suplementado com
10% de SFB) [95-96]. A partir da literatura, sabe-se que os cations divalentes, tais
como Ca?* e Mg?*, dos meios de cultura podem atuar como uma ponte eficaz para
ligar moléculas negativamente carregadas da proteina BSA a superficies carregadas
negativamente de TiO2 [95]. No entanto, estas adsor¢gfes de céations foram também
observadas quando nanoparticulas de rutilo foram incubadas em ambos os meios,
sem SFB e sem estabilizacdo por BSA, sugerindo que a sua adsorcdo é
independente de proteinas especificas e estaria relacionada com as propriedades
superficiais do rutilo. Kokubo et al. (2004) explicaram como acontece a adsor¢cao de
ions, mostrando que a superficie do titAnio apresenta grupos ativos hidroxilados
(OH), que promovem sitios ativos para a adsorcdo de calcio e fosfato. No presente
estudo foi possivel observar que as forcas eletrostaticas fizeram que 0s grupos
ativos hidroxilados, que séo carregados negativamente, se combinassem com 0s

fons de célcio carregados positivamente (Ca?*) dos meios de cultura [97].

Apos o contato com fluidos biolégicos, as nanoparticulas sdo expostas a
uma mistura complexa de proteinas capazes de formar uma proteina corona na
superficie das nanoparticulas [47-50,98]. A proteina corona tornou-se um tema

predominante devido ao seu papel na determinacdo do destino final biolégico dos
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nanomateriais [67,98-101]. Por exemplo, a formagdo de uma proteina corona na
superficie das nanoparticulas pode modificar suas propriedades fisico-quimicas,
como por exemplo a carga superficial e interferirnas suas funcionalidades nos
microambientes biologicos, tais como captacdo celular, inflamacédo, acumulacéo,
degradacdo e depuracao [98]. Também € importante ressaltar que as superficies das
nanoparticulas podem induzir mudangas conformacionais de uma proteina adsorvida
podendo afetar a bio-reatividade das nanoparticulas [98,101]. As interacdes
proteinas-nanoparticulas sao fortemente influenciadas por fatores como as
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, distribuicdo de tamanho,
composicdo, forma, estrutura cristalina e revestimentos, bem como o efeito do

microambiente bioldgico [98].

A adsorcado de proteinas a nanoparticulas de rutilo em meio contendo soro
também foi investigada neste estudo para ambos os meios. Através do gel de
poliacrilamida foi possivel observar diferentes proteinas adsorvidas as
nanoparticulas de rutilo em ambos os meios, contudo, proteinas comuns também
foram observadas. Esses resultados foram analisados por espectrometria de massa,
que revelou 57 proteinas em comum, 44 e 40 proteinas diferentes em DMEM e
KGM, respectivamente. A principal proteina corona adsorvida as nanoparticulas de
rutilo, para ambos os meios, foi a albumina, o que j& era esperado, pois a BSA foi
utilizada como estabilizante. A associacao preferida de albumina com as superficies
de TiO2, assim como a sua capacidade para ligar varios substratos, ja € bem

conhecida e relatada [83].

Além da albumina, entre os principais componentes da corona formada
estdo as proteinas plasmaticas derivadas do soro bovino fetal, que pertencem a
cascata de coagulacdo, como protrombina e alfa 2 macroglobulina e o grupo do
complemento. A presenca de outras duas proteinas importantes também foi
relatada. A trombospondina, que pode ser derivada de plaguetas ativadas, e a
fibronectina, que € produzida no figado e circula no sangue ou € produzida por
fibroblastos e imobilizada no soro da matriz extracelular. Tanto a trombospondina
como a fibronectina sdo ligantes especificos para as integrinas, que medeiam a

adesao celular & matriz extracelular.
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Entre as principais fun¢des associadas a estas proteinas corona, estdo a
ligacdo aos ions de célcio, resposta imune e inflamacg&o. Fazendo uma revisdo da
literatura, encontramos proteinas semelhantes adsorvidas em diferentes particulas.
Morton et al. (2009) identificaram proteinas do plasma humano tais como, albumina,
complemento C3, complemento (fator H), plaminogénio, IgG, entre outras adsorvidas
as superficies de nanoparticulas de poliestireno [102]. Sund et al. (2011) mostraram
a adsorcdo de proteinas com fibrinogénio, imunoglobulina, fibrina, albumina,
proteinas do complemento e fibronectina, a diferentes nanoparticulas, tais como

TiO2e ZnO, nanotubos de carbono e SiO2 (diéxido de silicio) [103].

A adsorcédo de proteinas a nanoparticulas de rutilo em meio KGM sem soro
ainda néo foi investigada, no entanto, este meio apresenta poucas proteinas em sua
formulacdo. Entre estas proteinas encontram-se a insulina, epinefrina e a
transferrina. As funcdes associadas a essas proteinas sédo a de transporte de glicose
e de ferro, assim como afinidade pelo calcio. Deste modo, possivelmente, estas sao
as proteinas a se adsorverem as nanoparticulas, juntamente com o BSA, utilizado na

estabilizacdo das nanoparticulas.

Neste contexto, as proteinas corona, bem como a adsor¢do de ions formam
um bio-complexo que pode ser relevante para a internalizacdo das nanopatrticulas,
seu destino dentro da célula e seu efeito na biologia celular e/ou patologia. Por
exemplo, Deng et al. (2011) demonstraram que quando o fibrinogénio, a partir do
plasma sanguineo, se adsorvia a superficie de nanoparticulas de ouro, induziam o
seu desdobramento (alteracdo na conformacdo da proteina, levando a perda de
funcdo), que, por sua vez, ativava o receptor Mac-1 (receptor de macrofago) nas
células THP-1 (linhagem de mondcitos humano) provocando ativacdo de citocinas

inflamatorias [104].

7.4. Estudos toxicolégicos com células de pele humana

De modo a tentar compreender a citotoxicidade das nanoparticulas de rutilo
em células da pele, utilizamos uma cultura primaria de fibroblastos e de

gueratinécitos humanos. Os fibroblastos apresentaram uma morfologia fibroblastéide
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caracteristica, enquanto os queratinécitos cultivados com KGM suplementando com
10% apresentaram morfologia caracteristica de células diferenciadas e senescentes,
como ja demonstrado por Yoram et al. (2008) [105]. Esta cultura apresentou uma
populacdo heterogénea, alteracdes no tamanho citosolico e no conteudo das
organelas perinucleares assim como perda da capacidade proliferativa. No entanto,
quando cultivamos o0s queratindcito em meio KGM sem soro, observamos uma
populacdo mais homogénea, com citoplasma bem definido e boa capacidade
proliferativa. Levando estes resultados em consideracdo, como ja mencionado

anteriormente, optamos por trabalhar com queratinécitos em meio KGM sem soro.

Existem muitos ensaios toxicolégicos padronizados disponiveis para avaliar
a resposta a uma substancia quimica. No entanto, até 0 momento, ndo existe uma
padronizacdo para avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas, o que dificulta as
comparacdes entre resultados e o consenso sobre a toxicidade de um material.
Como forma alternativa, o que tem sido feito sdo adaptacdes dos procedimentos
padrdes utilizados para outras substancias [88]. Como por exemplo, a utilizacdo de
ISO (Orgdo Internacional de Padronizacdo) e Guias da OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development - Guidance document on using cytotoxicity
tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity tests). A Guideline da
OECD 129 vem sendo implementada como potencial protocolo alternativo validado
para avaliar o efeito citotoxico das nanoparticulas. Este guia baseia-se na avaliacao
da viabilidade celular com o vermelho neutro. Este € sollivel em agua e passa
através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos. Algumas
substancias, muitas das vezes, danificam as membranas celulares resultando no
decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro. Desta forma, € possivel
distinguir entre células vivas e mortas ou danificadas, pela medida de intensidade de

cor na cultura de células, por espectrofotometro [106].

Os nossos resultados sugerem que as nanoparticulas de rutilo interferem
com o método de analise (vermelho neutro), uma vez que foi observado um aumento
significativo da absorbancia no grupo controle a medida que a concentracdo de
nanoparticulas aumentava. Contudo ensaios adicionais S80 necessarios para

confirmar esta interferéncia.
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Guadagnini et al. (2013) demonstraram que nanoparticulas de TiOz e de
oxido de ferro interferiram nos ensaios de vermelho neutro e MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina). Eles também demonstram que o
aumento dos valores de absorbancia para estes corantes pode ser atribuido as
propriedades de adsorcdo de luz destas nanoparticulas [107]. Holder et al. (2012)
demonstraram que além dos ensaio de MTT, o LDH (lactato desidrogenase) também

interfere com nanoparticulas produzindo uma falsa avaliacao da toxicidade [108].

Devido a este problema, a viabilidade celular, para ambos tipos celulares, foi
analisada por citometria de fluxo apdés 48 horas de exposicdo a diferentes
concentracfes de nanoparticulas, 0 pg/mL (controle), 10 pug/mL, 46,4 pg/mL e 100
pg/mL, utilizando marcacdo para anexina V e lodeto de propideo (Pl). Este tipo de
marcacao ja estd bem descrito na literatura sendo uma das mais utilizadas para
identificar e quantificar células apoptoéticas e necroticas por citometria de fluxo [109-
110].

A anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipidios de membrana e
possui alta afinidade por fosfatidilserina. Levando em consideracdo que a
fosfatidilserina é predominantemente voltada para a superficie interna da bicamada
lipidica em células viaveis, nas células em inicio da apoptose as membranas
plasmaticas sofrem uma desorganizacdo o que faz com que as fosfatidilserinas
sejam translocadas para a porcédo externa da bicamada, tornando a anexina V um
bom marcador de células apoptéticas. Em contrapartida, o Pl € um marcador nuclear
utilizado para distinguir células apoptoéticas de células necréticas, uma vez que é
uma molécula que se intercala no DNA, desde que a membrana da célula tenha
perdido a permeabilidade seletiva. Devido ao seu elevado peso molecular, o Pl ndo
consegue penetrar em ceélulas intactas e por esta razdo € um marcador utilizado
para identificar células que perderam a integridade da membrana, como ocorre com

células em necrose [109].

Os resultados de viabilidade celular demonstraram que no caso dos
fibroblastos, ndo houve diferencas significativas no niumero de células viaveis nem
na taxa de apoptose nas diferentes concentracdes de nanoparticulas. No entanto,
houve uma tendécia ao aumento da taxa de necrose para as duas maiores

concentracdes de nanoparticulas, quando comparadas com seu controle. No que diz
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respeito aos queratindcitos, houve uma tendéncia a ao aumento da taxa de
apoptose e necrose com 0 aumento da concentracdo de nanoparticulas. Liu et al.
(2010) demonstraram a diminuicdo significativa da viabilidade celular de PC12
(feocromocitoma de ratos) com concentracfes crescentes de TiO2, assim como o
aumento da apoptose [111]. Outros estudos também demonstraram que
nanoparticulas de TiO2 induzem morte por apoptose em diferentes tipos celulares,
tais como osteoblastos [112], células da microglia e neurdnios [113], células

estaminais mesenquimais[114] e necrose em fibroblastos [115].

Sabe-se que a morte por apoptose geralmente ocorre quando ha uma
alteracdo significativa do ambiente interno e que as espécies reativas de oxigénio
sdo um fator importante no processo apoptético. A geracdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio induz a permeabilidade da membrana mitocondrial e interfere na
cadeia respiratoria, desencadeando o processo apoptoético [116]. Wright et al. (2017)
demonstraram em células HaCat (linhagem de queratinécitos normais de humanos),
que os niveis de espécie reativa de oxigénio aumentaram imediatamente apés o
tratamento com nanoparticulas de TiO2, sendo este o precursor da morte celular
[117].

O ciclo celular de uma célula é definido como a sequéncia de
acontecimentos que levam ao crescimento e a sua divisdo, de forma continua e
repetitiva. O ciclo celular esté dividido em 4 fases: fase G1 (que significa intervalo
(Gap)), durante a qual a célula cresce e restabelece o tamanho normal, fase S
(sintese) durante a qual a célula duplica ndo somente seu DNA, mas todas as
estururas celulares, aumentando assim , de modo significativo, seu tamanho, fase
G2, a célula se prepara para a divisdo celular, sintetizando proteinas especificas
para producéo do fuso mitético e verificando fatores restritivos a sua progressao e a
fase M (mitose) quando ocorre a divisdo celular propriamente dita [118]. O ciclo
celular foi analisado por citometria de fluxo e n&o observamos diferencas
estatisticamente significativas no percentual de células nas fases G1 e S/G2 nas
diferentes concentracdes de nanoparticulas para os dois tipos celulares. Assim como
nossos resultados, Chieh-et al. (2016) demonstraram que a exposi¢do de TiO2 as

células epiteliais brénquicas néo gerou diferencgas significativas no ciclo celular [119].
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Tucci et al. (2013) também demonstraram que a exposicdo de TiO2 ndo gerou

diferencas significativas nas fases do ciclo celular de queratindcitos (HaCaT) [76].

Contudo, por microscopia Optica conseguimos observar uma reducao do
namero de células com o aumento da exposicdo de nanoparticulas. A reducéo da
qguantidade de células é visivel, assim como alteracdes na morfologia e 0 aumento
do acumulo de nanoparticulas no citoplasma. Com intuito de fazer uma quantificacao
nas diferentes concentragfes, realizamos contagens apds 48 horas de exposi¢ao
para ambos os tipos celulares, de modo a complementar os resultados obtidos por
citometria de fluxo. Observamos que para os fibroblastos houve uma reducéo
significativa no nimero de células com o aumento da concentracdo, jA para 0s
queratinécitos, s6 foi encontrada uma reducdo significativa do namero de células
para aquelas tratadas com 100 pg/mL de nanoparticulas. Sugerimos que as
nanoparticulas de rutilo deixam de alguma forma as células mais sensiveis,
principalmente com o aumento das concentracdes de nanoparticulas. Desta forma, a
reducdo no numero de células para maiores concentracdes de nanoparticulas seria
explicada tendo em vista que, durante as trocas de meio, possivelmente as mais

sensiveis foram removidas.

7.5. Estudos de internalizacdo das nanoparticulas nas células de pele

Uma vez que os bio-complexos formados em torno das nanoparticulas de
rutilo interagem com as membranas celulares e predizem uma relacdo com a
internalizacdo das nanoparticulas, realizamos um estudo da internalizagdo de
nanoparticulas de rutilo por MET, utilizando os dois tipos celulares estudados. Pelas
micrografias confirmamos o papel ativo do bio-complexos no comportamento celular,
indicando sua internalizagdo em ambas as células da pele humana. Possivelmente,
as proteinas de membrana como a fibronectina e trombospondina, que foram
identificadas adsorvidas nas superficies das nanoparticulas, poderiam estar
envolvidas na internalizacdo das mesmas em fibroblastos. Por outro lado, é possivel
gue as proteinas epinefrina e transferrina possam estar adsorvidas as superficies
das nanoparticulas faciltando a sua internalizagdo em queratinocitos. A

internalizacdo de nanoparticulas em linhagens celulares da pele ja foi documentada
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por outros autores [83-84,120]. Chieh- et al. (2016), estudaram a internalizacédo de
diferentes tamanhos de nanoparticulas de TiO2 em diferentes tipos celulares, entre
eles, linhagem de fibroblastos da mucosa oral (OMFs), linhagem de células epiteliais
brénquicas humanas normais (BEAS) e linhagem de fibroblastos pulmonares (WI-38)
[119]. Foi demonstrada internalizagdo dos diferentes tamanhos de nanoparticulas
em todos os tipos celulares, sugerindo a incorporacdo por endocitose. Além disso,
houve migracéo preferencial das nanoparticulas para a regiao perinuclear, em todos

os tipos celulares estudados.

Observamos por MET formacédo de projecfes citoplasmaticas proximas as
nanoparticulas, sugerindo uma inducédo mediada pelo receptor de macro endocitose.
Em ambos os casos observaram-se nanoparticulas dentro de diferentes vesiculas
delimitadas por membrana, acumuladas principalmente na &rea perinuclear.
Resultado esse que pode ser explicado, uma vez que, organelas como lisossomos,
possuem funcao de degradacéo e digestdo de particulas originarias do meio exterior
ou mesmo interno. Com as maiores concentracdes de nanoparticulas, as vesiculas
citoplasmaticas foram ocasionalmente danificadas, levando a liberacdo das
nanoparticulas e, conseqguentemente, dispersdo destas no citoplasma. Ja foi
relatado que as nanoparticulas podem absorver protons, induzindo a ruptura da

vesicula através do inchago e um aumento da pressdo osmotica [120].

E importante salientar que todos o0s ensaios com fibroblastos e
queratinécitos humanos foram realizados em cultura de monocamada, o que €
diferente da estrutura da nossa pele, que possui a camada cornea capaz de proteger
contra a entrada das nanoparticulas e subsquentes alteracbes na viabilidade

cellular.

Consideramos importante caracterizar cuidadosamente as propriedades
fisico-quimicas dos nanomateriais nos sistemas biologicos antes de quaisquer
estudos toxicoldgicos in vitro. A atual literatura de toxicologia carece de dados que
permitam aos toxicologistas e érgdos reguladores desenvolver "regras basicas" que
possam ser usadas para avaliar os possiveis riscos gerados. A falta de
caracterizacdo da particula pode levar pesquisadores a obter diferentes resultados

utilizando os mesmos materiais, devido a diferencas sutis da particula ou até mesmo
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devido a pequenas variagdes no meio de dispersdo usado, gerando conflitos nos
resultados das propriedades das particulas e nos resultados de toxicidade [121].

A informacgé&o sobre as caracteristicas da nano-bio interface é crucial para a
compreensao da relacdo entre as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais e
sua toxicidade. Desde ha muito tempo os cientistas tém se interessado em estudar a
toxicidade dos nanomateriais em ambientes bioldégicos sem considerar as
propriedades da nano-bio interface. Até 0 momento, os requisitos da OCDE sobre as
propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais fabricados ndo levam em conta o
entendimento da nano-bio interface. Do nosso ponto de vista, pode-se sugerir que 0
bio-complexo gerado em torno das nanoparticulas de rutilo € formado por meio de
um processo dindmico com diferentes padrdes temporais, como uma possivel
‘impressao digital” para as nanoparticulas reconhecidas pelas células da pele (ver
Fig. 21).

Fibroblastos

Figura 24. Modelo meramente ilustrativo do bio-complexo de proteina e ions adsorvidas as
nanoparticulas: Note que a quantidade de adsorcdo de Ca e P € maior em DMEM 10% SBF

comparando com KGM. Isto acontece devido a quantidade de ions no meio DMEM ser maior.

Portanto, no presente estudo, sugerimos que as células da pele “sentem e

véem” um bio-complexo constituido principalmente por calcio, fésforo, bem como
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moléculas organicas (proteinas) que mascaram as nanoparticulas rutilo. A acéo
combinada de proteinas e ions € extremamente importante e necesséria para a
absorcdo de nanoparticulas e o trafego intracelular. A formacéo deste bio-complexo
pode alterar as atividades biologicas das células podendo facilitar a internalizacéo

das nanoparticulas in vitro [70,100].

8. CONCLUSAO

Com este trabalho concluimos que:

s O protetor solar disponivel comercialmente apresenta nanoparticulas de

diéxido de titAnio com aglomerados na escala micrométrica e nanomeétrica;

% Houve formacdo de um bio-complexo nas superficies das nanoparticulas
devido a adsorcdo seletiva de ions como calcio e fésforo e proteinas como

albumina, fibronectina e trombospomdina, do meio de cultivo as nanoparticulas;

% No que diz respeito as analises de viabilidade por citometria de fluxo, ndo
houve alteragbes da viabilidade para os fibroblastos, contudo a viabilidade foi
afetada para elevadas concentracbes de NPs para os queratinécitos. Tanto
para os fibroblastos, quanto para os queratinécitos, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as fases do ciclo celular, contudo o aumento da
concentragdo de nanoparticulas levou a uma reducéo significativa do niumero

de células cultivadas em monocamada.

% Aparentemente, as nanoparticulas sao internalizadas por endocitose, tanto
nos queratindcitos quanto nos fibroblastos priméarios da pele humana e que
estas, apoOs internalizadas ficam em estruturas microvesiculares que se

localizam preferencialmente na regiao perinuclear.
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