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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) vém sendo amplamente utilizadas devido ao avango da
nanotecnologia nas duas ultimas décadas. Dentre as NPs metalicas, as de bismuto
(BiNPs) tem se mostrado promissoras para diferentes aplica¢gdes biomédicas. Um
passo crucial antes de serem de fato aplicadas € a investigagao toxicoldgica. Ainda
que a compreensao das possiveis consequéncias toxicologicas das BiNPs esteja em
fase inicial, estudos ja vém mostrando que essas particulas podem iniciar toxicidade
a nivel subcelular, celular e tecidual em diversos modelos experimentais. Possiveis
efeitos toxicos de BiNPs poderiam estar relacionados ao sistema imunoldgico, visto
que ja foi descrito efeito imunomodulatério por NPs. A linhagem de macréfagos
murinos Raw 264.7 foi utilizada neste estudo para avaliar a citoxicidade de BiNPs.
As BiNPs foram sintetizadas pelo método fisico de ablagdo a laser em meio liquido
(LASIS) e entdo caracterizadas por meio das técnicas de espectroscopia ultravioleta-
visivel (UV-Vis) e espalhamento dinamico de luz (DSL). As células foram cultivadas
em meio DMEM alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos. Os ensaios para avaliar a citotoxicidade das BiNPs foram divididos em 3
categorias: investigacao de citotoxicidade inespecifica (MTT, cristal violeta e azul de
tripan), especifica (atividade fagocitica, producédo de espécies reativas de oxigénio,
EROs e nitrogénio, ERNSs) e relacionada a mecanismos celulares (danos no DNA).
As células Raw 264.7 foram expostas & BiNPs em concentracdes de 0,01-50 pg.ml™.
As BiNPs apresentaram formato esférico e uma ampla faixa de distribuicdo de
tamanho (maior prevaléncia entre 35 nm e 45 nm, chegando até a 170 nm). As
células Raw 264.7, quando expostas a 50 pg.ml™ de BiNPs, tiveram parametros
alterados, como reducéo na capacidade de converter MTT em formazan, reduc&o na
adeséo celular e aumento da capacidade fagocitica. Contudo, n&o houve rupturas na
membrana, reducdo da proliferagcdo e nem alteragdes nos niveis de EROs e ERNs
nas células expostas. Como a capacidade fagocitica aumentou consideravelmente
tanto em 24 quanto em 48 h de exposicdo a 50 ug.ml™, esse estudo sugere que as
BiNPs podem causar imunotoxicidade ao influenciar em respostas principalmente
pré-inflamatérias, o que reforca a importancia da busca pela compreensdo dos
mecanismos toxicoloégicos antes da aplicagdo biomédica dessas NPs.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Bismuto, Macrofago, Raw 264.7, Citotoxicidade.



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) have been widely used due to advance of nanotechnology in the
last two decades. Among metal NPs, bismuth NPs (BiINPs) are promising for different
biomedical applications. Toxicological investigation is a crucial step before
application of NPs in the market, and although the understanding of possible
toxicological consequences of BiNPs is at early stage, studies have already shown
that these particles can initiate subcellular, cellular and tissue toxicity in several
experimental models. Possible toxic effects of BINPs may be related to the immune
system, since immunomodulatory effects of NPs have already been described. The
murine macrophage cell line Raw 264.7 was used in this study to evaluate the
cytotoxicity of BiNPs. BiNPs were synthesized by the physical method of laser
ablation synthesis in solution (LASIS) and then characterized by the techniques of
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy and dynamic light scattering (DSL). Cells
were cultured in high glucose DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and antibiotics. The assays to evaluate the cytotoxicity of BiNPs were
divided into 3 categories: investigation of non-specific cytotoxicity (MTT, crystal violet
and trypan blue), investigation of specific cytotoxicity (phagocytic activity, production
of reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS)) and related to the cellular
mechanisms (DNA damage). The Raw 264.7 cells were exposed to BiNPs at
concentrations of 0.01-50 pg.mL™"'. The BiNPs were spherical in shape and had wide
size distribution range (higher prevalence between 25 nm and 60 nm, up to 170 nm).
When exposed to 50 pug.mL” of BiNPs, cells had altered parameters, such as
reduction of the ability to convert MTT to formazan, decrease of cell adhesion and
increase of phagocytic capacity. However, there were no significant ruptures of the
plasma membrane, reduction of proliferation or changes in the levels of ROS and
RNS in the exposed cells. Due to the considerable increase in phagocytic activity in
both 24 and 48 h of exposure to 50 ug.mL™”, this study suggests that BiNPs may
cause immunotoxicity by influencing mainly proinflammatory responses, which
reinforces the importance of research for the understanding of the toxicological
mechanisms before the biomedical application of these NPs.

Keywords: Nanoparticles, Bismuth, Macrophage, Raw 264.7, Cytotoxicity.
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1 INTRODUGAO

As nanoparticulas (NPs) vém sendo amplamente utilizadas devido ao avango
da nanotecnologia nas ultimas duas décadas, o que tem incitado cada vez mais o
interesse pelo conhecimento das possiveis consequéncias toxicoldgicas (MADDEN
e HOCHELLA JR, 2005; EPA, 2007; VANCE et al., 2015). Entre as NPs utilizadas,
as metalicas tém destaque por estarem presentes em uma variedade de produtos
nanotecnologicos (VANCE et al., 2015).

Compostos de bismuto (Bi) ja vém sendo usados para fins industriais. Na
industria biomédica, por exemplo, sdo wusados no tratamento de doencas
gastrointestinais (SOX e OLSON, 1989; KEOGAN e GRIFFITH, 2014; MARCUS et
al., 2015, AKPINAR et al., 2017). Em relacéo as BiNPs nenhum produto com essas
NPs na composicdo foi comercializado at¢é o momento (THE PROJECT ON
EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2019), contudo ha um numero consideravel de
estudos indicando emprego das BiNPs ou NPs com Bi em diferentes aplicacbes
biomédicas, como para diagndstico por imagem, tratamento de cancer, carreamento
de drogas e até mesmo em antissépticos bucais (HERNANDEZ-DELGADILLO et al.,
2013; KEOGAN e GRIFFITH, 2014; STEWART et al., 2016; EL-BATAL et al., 2017;
HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2017, DENG et al., 2018; TORRISI et al., 2018).
Assim, avaliar os mecanismos de toxicidade de BiNPs € um passo crucial que deve
preceder a aplicacdo na industria biomédica. Apesar da compreensao das possiveis
consequéncias toxicologicas das BiNPs estar em fase inicial, estudos ja vém
mostrando que essas particulas podem iniciar toxicidade ao nivel subcelular, celular
e tecidual em diversos modelos experimentais. Foi verificada toxicidade em peixes
adultos e ovos de Danio rerio (KOVRIZNYCH et al., 2013), além de diferentes efeitos
citotoxicos nas linhagens HepG2', NRK-52E?, Caco-2°, A549°, Hek293° e BALB/c
373° (ABUDAYYAK et al., 2017; LIU et al., 2017; REUS et al., 2018), o que sugere
possivel toxicidade pulmonar, hepatica e principalmente renal.

Uma diversidade de NPs foram descritas na literatura como tendo efeito

imunomodulatério no organismo, causando imunotoxicidade ao favorecer respostas

' A linhagem HepG2 tem origem de tecido hepatico humano, isolada de um hepatocarcinoma.
> NRK-52E tem origem de tecido renal de rato.

* Caco-2 tem origem em tecido de célon humano, isolada de um adenocarcinoma colorretal.

* A549 tem origem de tecido pulmonar humano, isolada de um carcinoma.

® Hek293 tem origem de tecido renal de embrido humano.

® BALB/c 3T3 tem origem de tecido embrionario de camundongo.
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inflamatorias ou ao atuar na imunossupressao (PANDEY e PRAJAPATI, 2018) e um
bom modelo para o estudo da imunotoxicidade de compostos e particulas, como as
BiNPs, s&o os macréfagos, células fagociticas que constituem a primeira linha de
defesa contra agentes infecciosos (BABIOR, 2000). Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi de avaliar a citotoxicidade de BiNPs apds exposicdo de macréfagos

murinos Raw 264.7 a estas NPs.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1NANOPARTICULAS

Nanoparticulas (NPs) s&o materiais solidos com tamanho em trés dimensbes
maior que 1 nandmetro e menor que 100 nanémetros € que podem apresentar
propriedades fisicas e reatividade especificas em funcdo do tamanho (MADDEN e
HOCHELLA JR, 2005). Nas duas ultimas décadas, as NPs vém sendo produzidas
industrialmente e em larga escala gracas ao desenvolvimento da nanotecnologia
(MADDEN e HOCHELLA JR, 2005; EPA, 2007; VANCE et al., 2015, THE PROJECT
ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2019).

Ha uma grande variedade de NPs sendo desenvolvidas e aplicadas. Estas
aplicacbes vao desde a industria eletrénica, passando pela cosmética e téxtil, até a
biomédica. O “Nanotechnology Consumer Products Inventory” (CPI), criado em
2005, enumera 1814 produtos contendo NPs de 622 empresas em 32 paises
(VANCE ef al., 2015). As NPs metalicas, categoria das BiNPs, destacam-se, estando
presentes em mais de 600 produtos (Figura 1).

900
800
700

s 3
S o

Numero de produtos
8
[s=]

300 -
200
100 . )
nao anunciado Metalicas Carbonadas A base de Outras

silicio
Figura 1. NPs encontradas na composi¢cdo dos produtos nanotecnolégicos listados no CPI, divididos

em 5 grupos: ndo anunciado, nanoparticulas metalicas, carbonadas, a base de silicio e outras.
Modificado de VANCE ef al. (2015).
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2.2NANOPARTICULAS E SISTEMA IMUNOLOGICO
Efeitos imunotoxicos de NPs estédo relacionados a interacdo com células do
sistema imunolégico inato e adaptativo, podendo haver reducdo da viabilidade
dessas células e aumento da secre¢cdo de quimiocinas e citocinas (Figura 2), o que
pode favorecer respostas inflamatérias ou atuar na imunossupressao (PANDEY e
PRAJAPATI, 2018).

Viabilidade de Quimiocinas e
células do sistema citocinas (IFNy,
imunoloégico inato e TNFa, ILs) t
adaptativo Secrecao afetada

Nanoparticulas

Resposta Imunossupressao
inflamatoria

Figura 2. Esquema representativo dos possiveis efeitos imunotoxicos de NPs. Criado em
mindthegraph.com a partir do esquema de PANDEY e PRAJAPATI (2018).

Manshian et al. (2018) explicam que diferentes tipos de NPs possuem
propriedades imunomoduladoras dependendo de suas caracteristicas fisico-
quimicas, o que pode ser aproveitado no tratamento do cancer. Contudo, o estudo
mostrou que a inflamagado provocada por NPs pode ter influéncias negativas em
condi¢des fisiopatoldgicas, podendo, p. ex., aumentar a mobilidade e malignidade de
células tumorais. Em muitos casos, o préprio estado de agregacao, aglomeragao e

composicao de coronas organicas na superficie das NPs podem afetar os efeitos.

2.3CORONA PROTEICA E ESTABILIZACAO DE SOLUCOES COLOIDAIS DE
NPs
Uma das estratégias usadas para a estabilizacdo de suspensdes coloidais,

quando as NPs tendem a agregar e precipitar, € adicionar a solucdo alguma
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molécula orgénica, p. ex., albumina de soro bovino (BSA), tornando a suspenséo
mais estavel por meio da adsorgéo a NP, conhecido como efeito corona (WU et al.,
2010; LIU et al., 2017; REUS et al., 2018).

Além disso, a adicdo de uma molécula organica a suspensao coloidal pode
ser util a aplicacdo biomédica, porque dependendo das caracteristicas da NP,
biomoléculas como proteinas do plasma e lipidios podem ser adsorvidas a elas.
Imunoglobulina (IgG), imunoglobulina M (IgM) e fibrinogénio s&o algumas proteinas
comuns detectadas na corona de quase todas as NPs metalicas quando em plasma
sanguineo. Essa opsonizagdo, com essas biomoléculas especificas, auxilia na
captacédo das NPs pelas células fagociticas, resultando na remocao dessas NPs da
circulagdo. Sendo assim a estabilizagdo com alguma molécula orgéanica pode ser
uma alternativa para minimizar a fagocitose das NPs (NAM et al., 2013; POMBO
GARCIA et al., 2014; VINLUAN e ZHENG, 2015; DENG et al., 2018).

2.4NANOPARTICULAS DE BISMUTO

Por apresentarem eficacia antimicrobiana contra Helicobacter pylori,
compostos de Bi vem sendo usados na medicina para o tratamento de doencas
gastrointestinais como a gastrite (SOX e OLSON, 1989; KEOGAN e GRIFFITH,
2014; MARCUS et al., 2015; AKPINAR et al., 2017).

Apesar de ndo haver nenhum produto nanotecnoldégico com BiNPs na
composicéo sendo comercializado até o momento (THE PROJECT ON EMERGING
NANOTECHNOLOGIES, 2019), um numero consideravel de estudos vém indicando
as BiNPs e NPs contendo Bi como promissoras para diagnéstico por imagem
(tomografia computadorizada), tratamento de cancer por meio de radioterapia (NPs
radiosensibilizando as células tumorais) e termoquimioterapia, como
nanocarreadores para entrega de medicamentos e até mesmo em antisséptico bucal
devido a suas propriedades bactericida, anti-biofilme, fungicida e antiviral
(HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2013; KEOGAN e GRIFFITH, 2014; STEWART
et al., 2016; EL-BATAL et al., 2017; HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2017; DENG
et al., 2018; TORRISI ef al., 2018). Além disso, ao contrario de outras NPs, as BiNPs
podem ser oxidadas e dissolvidas mais facilmente em condicdes fisiologicas e assim
excretadas do organismo como moléculas soluveis (BROWN e GOFORTH, 2012;

DENG et al., 2018). Ademais, BiNPs também s&o atraentes para industria devido ao
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seu baixo custo em comparagdo com outras nanoparticulas metalicas (CABRAL-
ROMERO e SHANKARARAMAN, 2014).

Entretanto, é inevitavel a preocupacdo em relacdo a toxicidade dessas
particulas e compostos. Compostos de Bi ja foram documentados como sendo
nefrotoxicos para humanos, com relatos recentes de dano renal irreversivel (ISLEK
et al., 2001, ERDEN et al., 2013). BINPs foram documentadas como sendo
citotdxicas em analises in vivo e principalmente in vitro. Em concentracdes de 1 a
1000 pg.ml” foi verificado que as BiNPs (sintese quimica) diminuem a viabilidade
celular por interrupgé&o nas fungdes mitocondrial e lisossémica nas células HepG2,
NRK-52E, Caco-2 e A549 (ABUDAYYAK et al.,, 2017). Além disso, apresentaram
toxicidade em peixes adultos e ovos de Danio rerio, IC50 = 1500 ug.ml”
(KOVRIZNYCH et al, 2013) e citotoxicidade acentuada em Hek293, induzindo
autofagia nessas células (LIU et al.,, 2017), além de lesdo renal temporaria em
camundongos, processo ligado a autofagia (LIU et al., 2018).

Até entdo, apenas o estudo de Reus et al. (2018) buscou investigar a
toxicidade de BiNPs sintetizadas por método fisico. Reus et al. (2018) verificou que
as BiNPs s&o internalizadas por células da linhagem BALB/c 373, apresentando
efeitos citotdxicos concentracdo-dependente. As BiNPs foram internalizadas pelas
células quando expostas a uma concentragdo equivalente a IC50, de ~30 ug.ml”, o
que pode causar danos ultraestruturais, possivelmente levando a morte celular.

Dessa forma, um passo crucial antes das BiNPs serem aplicadas na industria
biomédica € a melhor elucidagdo dos seus mecanismos de toxicidade, visto que os

estudos que avaliam toxicidade ainda estao em fase inicial.

2. 5MACROFAGOS

As células fagociticas como mondcitos, neutréfilos, células dendriticas,
células B e macréfagos podem ser encontradas no sangue, pele, mucosas € em
varios orgédos como figado, bacgo, linfonodos, pulméo e cérebro (PANDEY e
PRAJAPATI, 2018). Os macrofagos derivam dos monécitos circulantes e s&o células
mononucleares que residem nos tecidos e contribuem para a imunidade inata
quando ativados por agentes infecciosos (KATO et al., 1984). Atuam na secrecédo de
mediadores inflamatérios, processamento e apresentacdo de antigenos as células

do sistema imunoldgico adaptativo, além da reparacédo do tecido apods a inflamagao
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(GRANATA et al., 2006). Por constituirem a primeira linha de defesa contra agentes
infecciosos (BABIOR, 2000), representam um modelo muito interessante para
investigar se um composto € imunotdxico, isto €, se ele altera uma ou mais fungdes
do sistema imunolégico, por meio da imunossupressdo ou imunoestimulacdo,
resultando em um efeito adverso (DESCOTES, 2004). Além disso, os macréfagos
sao especializados em processos de endocitose, como pinocitose e fagocitose,
considerados as principais vias de captacdo de NPs pelas células. Expressam
diversos receptores que facilitam a captacéo pela ligacdo especifica as opsoninas,
moléculas com afinidade por esses receptores (REJMAN ef al., 2004; HILLAIREAU e
COUVREUR, 2009; FERREIRA et al., 2014).

2. 6LINHAGEM Raw 264.7
Dentre as linhagens estabelecidas de macréfagos disponiveis, a Raw 264.7
destaca-se. S&o células aderentes (Figura 3), com alta taxa de proliferagéo,
completando o ciclo celular em menos de 24 h, oriundas de células de tumor
induzido por virus (Abelson Leukemia Virus) em camundongo (Mus musculus) e que
apresentam alta taxa de fagocitose, além de serem de facil cultivo. S&o uteis para
testes de citotoxicidade por apresentarem metabolismo semelhante ao de

macréfagos de culturas primarias, mas como sao de linhagem néo apresentam taxa

de declinio por senescéncia replicativa (RASCHKE et al., 1978; ATCC, 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Compostos de Bi ja sado usados para o tratamento de doencgas
gastrointestinais e alguns estudos recentes vém indicando NPs contendo Bi como
promissoras para diagnéstico por imagem, tratamento de cancer e como
carreadoras de drogas. Contudo, outros estudos mostram que as BiNPs podem ser
toxicas ao organismo. Diversas NPs sdo descritas na literatura como tendo efeito
imunomodulatério, causando imonotoxicidade ao favorecer respostas inflamatorias
ou atuar na imunossupressao. Dessa forma, as BiNPs também poderiam apresentar
toxicidade relacionada ao sistema imunolégico. Macréfagos constituem um bom
modelo para o estudo da imunotoxicidade de compostos e particulas como BiNPs,
visto que sdo células fagociticas que atuam na primeira linha de defesa contra
agentes infecciosos. Sendo assim, a linhagem estabelecida de macréfagos murinos,
Raw 264.7 foi utilizada neste estudo como modelo experimental para avaliar a
citoxicidade de BiNPs.

4 HIPOTESE
As BiNPs alteram o funcionamento celular dos macréfagos da linhagem Raw
264.7, causando aumento nos parametros relacionados a citotoxicidade, como
danos no DNA, niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs),

interferindo na atividade fagocitica e ciclo celular.

5 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a citotoxicidade das BiNPs em macrofagos da linhagem Raw 264.7.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar parametros relacionados a citotoxicidade inespecifica de BiNPs em
macréfagos murinos por meio de ensaios de viabilidade e ciclo celular.

e Avaliar parametros relacionados a citotoxicidade especifica de BiNPs em
macréfagos murinos por meio do ensaio de fagocitose e dos ensaios para
verificar 0s niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio
(ERNSs).

e Avaliar processo molecular possivelmente envolvido na citoxicidade de BiNPs

em macréfagos murinos por meio da analise de danos no DNA.
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6 MATERIAL E METODOS
6.1 CULTIVO DAS CELULAS DA LINHAGEM Raw 264.7

Aliquotas de células da linhagem Raw 264.7 (Banco de células do Rio de
Janeiro — BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram cultivadas em garrafas de cultura
de 25 cm? com meio DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) alta glicose
(Cultilab, ref. D1599), pH 7,4, com 3700 mg.L™" de bicarbonato de sédio (MGM, ref.
1010216), esterilizado por filtracdo em membrana com poros de 0,22 um e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco Invitrogen, ref. 12657), 10
ng.mL™" de estreptomicina e 10 U.mL™ de penicilina (Gibco Invitrogen, ref. 15140).

Para o crescimento e adesédo, as células foram mantidas em incubadora a 37
°C e pCO, de 5%, com subcultivos realizados a cada 48 h. Para os experimentos, as
células foram desaderidas com o uso de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, ref. T4174),
concentracdo final de 0,5 mg.mL" de tripsina e 0,2 mg.mL" de EDTA, por um
periodo de 2 a 5 min a 37 °C, contadas, plaqueadas e cultivadas durante 24 h,
seguida de exposicdo as BiNPs por 24 e 48 h. Foram plaqueadas 2x10* e 10*
células por poco em placas de 96 pocos, drea de 0,33 cm? para os tempos de
exposicdo de 24 e 48 h respectivamente para os experimentos de MTT, cristal
violeta, azul de tripan, ERNs e EROs. Para o0 ensaio de ciclo celular foram
plagueadas 2,5x10° e 1,5x10° células por poco em placas de 6 pocos, drea de 9,60
cm?, para os tempos de exposicdo de 24 e 48 h, respectivamente. Para os ensaios
de atividade fagocitica e danos no DNA foram plaqueadas 5x10* e 2,5x10* células
por poco em placas de 24 pocos, area de 1,93 cm? com laminulas de vidro
previamente esterilizadas para o0s tempos de exposicdo de 24 e 48 h,
respectivamente.

Todos 0s reagentes usados nos procedimentos foram pré-aquecidos em

banho-maria a 37 ° C.

6.2SINTESE DAS NANOPARTICULAS
As BiNPs foram obtidas por meio da colaboracdo com o0s pesquisadores
Arandi G. Bezzerra Jr e Thiago Neves Machado (Laboratério Fotonanobio -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana). Estas BiNPs foram sintetizadas pelo
método de ablacdo a laser em meio liquido (LASIS), que permite a producéo de
nanoestruturas de forma rapida, evitando a producio de residuos e utilizacdo de

reagentes quimicos, apresentando dessa forma impacto ambiental reduzido
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(BARCIKOWSKI e COMPAGNINI, 2013). Esta técnica consiste na focalizagéo de um
feixe de laser pulsado de alta poténcia na superficie de um alvo sélido com alto grau
de pureza imerso em solvente (TEIXEIRA ROSA, 2014).

Para a sintese das BiNPs, um alvo de Bi com alto grau de pureza (Sigma-
Aldrich, CAS 7440-69-9) imerso em 5 mL de agua bidestilada estéril foi irradiado
com o comprimento de onda fundamental de um laser Nd:YAG (Quantronix,
Hauppauge, NY, EUA; modelo 4117) operando a 1064 nm, Q-switched a 1,5 KHz,
fornecendo pulsos de 200 ns. Uma lente focal de 5 cm foi usada para concentrar o
laser no alvo de Bi por 2 min (figura 4).

As BiNPs tentem a agregar e precipitar aproximadamente 3 h apds a sintese
quando sdo mantidas em agua pura, sendo que a adigdo de BSA torna a suspenséo
coloidal mais estavel por meio da formagdo de uma corona. Portanto, para a
estabilizacdo, foi adicionada BSA (Sigma-Aldrich, ref. A7906) a suspensédo em uma

concentracgao final de 0,03% logo apds a sintese.

} Laser

R
C __— Lente focalizadora

———— Solvente

s. 7‘— —— Alvo

Figura 4. Esquema da montagem utilizada para realizacdo da ablacido a laser. Criado em
mindthegraph.com a partir do esquema de Teixeira Rosa (2014).

6.2.1 UV-Vis
A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) € o método mais usado para
estudar a cinética de formacédo de NPs em suspensdo, bem como o tamanho das
particulas. Este método fornece dados sobre a interagdo da luz com a amostra
dentro da faixa do espectro que vai de 200 a 1025 nm, permitindo uma analise

rapida quanto a quantidade, tamanho e polidispersidade das NPs (SIGNORI, 2010).
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Inicialmente foi medido o espectro (espectrometro Ocean Optics, Dunedin, FL,
EUA; modelo USB2000+ de 200 a 1000 nm; software operacional Spectrasuite 6.1)
da luz transmitida pelo solvente no qual as BiNPs foram produzidas (agua
bidestilada) para que este sinal fosse utilizado como referéncia. Entdo foi medido o

espectro da luz transmitida por meio da suspensé&o coloidal de BiNPs.

6.2.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A medida do Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)
informa o tamanho das particulas suspensas em meio liquido. Nesta técnica, um
laser incide sobre a amostra e a intensidade do feixe espalhado por um angulo 6 é
medida ao longo do tempo (CARPENTER, 1977).

Foi medido o valor do DLS da suspenséo coloidal de BiNPs por meio do
equipamento Microtrac (Microtrac, Largo, FL, USA; modelo Nanotrac Ultra, software

operacional FLEX application 10.6.0).

6.3GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para os ensaios de MTT, cristal violeta e azul de tripan as concentragdes
utilizadas, baseadas em outros estudos com NPs de compostos de Bi
(KOVRIZNYCH et al., 2013; ABUDAYYAK et al., 2017; LIU et al., 2017; REUS et al.,
2018) foram 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 e 50 ug.mL'1, além de um grupo
controle do experimento (meio de cultura com o volume de H,O+BSA
correspondente ao volume da suspensao de NPs dos grupos expostos. Para os
ensaios de ERNs, EROs, ciclo celular, atividade fagocitica e danos no DNA as
concentracdes foram 0,05; 0,5; 5 e 50 ug.mL™", além de um grupo controle do

experimento.

6.4INVESTIGACAO DE CITOTOXICIDADE INESPECIFICA
Sao aqui considerados ensaios que investigam citotoxicidade inespecifica
aqueles comumente usados na area de toxicologia celular para avaliar parametros

de toxicidade ndo relacionados a funcéo especifica de determinado tipo celular.

6.4.1 Ensaiodo MTT
Este método, para avaliar citotoxicidade, baseia-se na capacidade de células

viaveis reduzirem por meio das desidrogenases o MTT (3 - [4,5-dimetil-2-il] -2,
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brometo de 5-difenil tetrazolio), formando cristais de formazan que possuem cor roxa
caracteristica ao serem dissolvidos em DMSO, possibilitando quantificacédo por
espectrofotometria (MOSMANN, 1983; REILLY et al., 1998).

Apds o0 tempo de exposicéo de 24 e 48 h, o meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi removido e foram adicionados 200 uL de solugéo
de MTT (Amresco, ref. 0793) em meio (concentracdo final 0,5 mg.mL™") por poco.
Apbs 2 h de incubacéo a 37 °C e pCO2 de 5% o meio contendo MTT foi removido e
0s poc¢os foram lavados 2 vezes com PBS. Os cristais formados intracelularmente
foram dissolvidos em 100 uL de DMSO (Synth, ref. D1011.01.BJ) por poco e a
absorbancia foi determinada em espectrofotometro de microplacas (BioTek,
Winooski, VT, EUA; modelo Epoch, soffware operacional Gen5) usando o
comprimento de onda de 550 nm. Foram realizados 3 experimentos independentes.

Além disso, para verificar se a possivel producdo de EROs pelas células
expostas poderia interferir no ensaio, podendo estar relacionada com a redu¢do do
MTT em cristais de formazan, foi feito um teste com a incubacdo de MTT a 0,5
mg.mL" em PBS na presenca de peréxido de hidrogénio (H-02) por 2 h, seguido da

quantificacdo da absorbancia a 550 nm.

6.4.2 Ensaio do cristal violeta

O cristal violeta (cloreto de pararosanilina) € um corante basico também
conhecido como violeta de Genciana, que cora o nucleo das células, de forma que a
taxa de crescimento celular/quantidade de células aderidas € refletida pela
determinacg&o colorimétrica das células coradas (GILLIES et al., 1986; VEGA-AVILA
e PUGSLEY, 2011).

Apds o0 tempo de exposicéo de 24 e 48 h, 0 meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi removido e os pogos foram lavados uma vez com
PBS para posterior fixacdo das com 100 uL de alcool metilico (Neon, ref. 00495) por
pogo por 15 min. O fixador foi substituido por 100 uL de solugdo de 0,25 mg.mL™" de
cristal violeta (Certistain, ref. 42555) em agua destilada por pogo e as células foram
incubadas por 10 min a temperatura ambiente. A solugdo de cristal violeta foi
removida e 0s pogos lavados duas vezes com 150 uL de agua destilada. Foram
adicionados 100 uL de acido acético 33% (Neon, ref. 00114) por po¢o e o corante foi

extraido mediante incubagdo sob agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Por
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fim a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro de microplacas (BioTek,
Winooski, VT, EUA; modelo Epoch, soffware operacional Gen5) usando o

comprimento de onda de 570 nm. Foram realizados 3 experimentos independentes.

6.4.3 Ensaio do azul de tripan

Para a analise da viabilidade/citotoxicidade/integridade da membrana
plasmatica foi utilizado o corante azul de tripan, 0 qual n&o atravessa membranas
integras. Assim, células vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, nao
adquirem nenhuma coloragdo, ao contrario das células mortas ou em processo de
morte, que possuem suas membranas danificadas (STROBER, 2001).

Apds o0 tempo de exposicéo de 24 e 48 h, o meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi removido e foram adicionados 50 uL do corante
azul de tripan (Sigma-Aldrich, ref. T8154) em cada pog¢o. Apds 1 min, um pogo por
vez foi lavado com PBS e em seguida foram capturadas 3-4 imagens por pogo sob
um microscopio de luz invertido (Leica Microsystems, Wetzlar, HE, Alemanha;
modelo DMIL LED, software operacional Leica Aplication Suite 3.0.0). Foram
capturadas 30 imagens por grupo experimental (10 imagens por experimento em
trés experimentos independentes) e um minimo de 100 células por imagem foram

classificadas como viaveis ou ndo viaveis.

6.4.4 Ciclo celular

O ciclo celular representa a integralidade do periodo de divisdo, envolvendo
processos moleculares que sdo responsaveis pela proliferacédo celular. Ao estimar a
quantidade de DNA da célula, estima-se a fase do ciclo celular, visto que a
quantidade de DNA muda durante as fases. A quantificacdo pode ser feita por
citometria de fluxo com o uso de um intercalante fluorescente de DNA, como o
iodeto de propidio (CECCHINI et al., 2012).

Apds o0 tempo de exposicéo de 24 e 48 h, 0 meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi removido, as células foram tripsinizadas e fixadas
em etanol 70% (Neon, ref. 0367). Os tubos contendo as células fixadas em etanol
70% foram centrifugados, o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas
em 1 mL de PBS. Apds nova centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e 1 mL
de staining buffer (PBS com SFB 2%) foi adicionado a cada tubo. Para a marcacgéo,

o material foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e as células
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ressuspendidas em 500 pL de lodeto de propidio (Pl) € RNase (BD Pharmigen, ref.
550825) em staining buffer. Por fim, a fluorescéncia das amostras foi analisada por
citometria de fluxo (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA; modelo Accuri C6
Plus, software operacional BD Accuri C6). Foram realizados 3 experimentos

independentes.

6.5INVESTIGACAO DA CITOTOXICIDADE ESPECIFICA

Aqui sdo considerados ensaios para investigar citotoxicidade especifica
aqueles relacionados a alteragbes em fungdes especificas de células fagociticas,
como o ensaio de atividade fagocitica. Também fazem parte dessa categoria os
ensaios para investigar os niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, isso
porque além dos efeitos adversos que ERNs e EROs possuem, também atuam no
controle da sinalizagdo do sistema imunoldgico inato e adaptativo (WINK et al.,
2011).

6.5.1 Atividade fagocitica

O ensaio para avaliar a atividade fagocitica foi baseado em Glinski et al.
(2016).

Apds 0 tempo de exposicido de 24 e 48 h, 0 meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi removido e foi adicionado 1 mL de suspensé&o de
leveduras (2x10° leveduras Saccharomyces cerevisiae por mL de DMEM) a cada
poco de uma placa de 24 pogos com laminulas de vidro, na propor¢do de
aproximadamente 10 leveduras por macréfago. Apds 2 h de incubacdo, as células
foram lavadas uma vez com PBS, fixadas em etanol 95% por 5 min a temperatura
ambiente, lavadas uma vez com etanol 70% e depois com agua destilada. Ent&o
foram coradas com Giemsa (Merck, ref. 109204) filtrado 20% por 5 min e lavadas
com agua corrente. Em seguida foi feita a desidratagdo com passagem rapida das
laminulas de vidro em etanol 70%, 90%, 100% (2x), etanol-xilol 1:1, etanol-xilol 1:2 e
xilol (Anidrol, ref. PAP.A-2415). Por fim as laminas foram montadas em resina
Permount e as imagens capturadas em scanner de laminas (Zeiss, Oberkochen, BW,
Alemanha; modelo Metafer V 3.9, software operacional VSViewer). Para a analise
foram contados o numero total de macrofagos (A), numero de macréfagos com
leveduras internalizadas (B) e o numero de leveduras internalizadas (C), sendo que

o indice de fagocitose foi calculado de acordo com (BUCHI e SOUZA, 1992) por
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meio da formula (C/B) x (B/A). Foram contadas aproximadamente 300 células por
grupo experimental, sendo 100 por experimento independente, num total de trés

experimentos independentes.

6.5.2 Produgédo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

As EROs sdo moléculas que, em excesso, danificam DNA e RNA, além de
oxidar proteinas e lipidios (peroxidacdo lipidica). As EROs ndo sdo produzidas
somente em situacbes patoldgicas, mas também durante processos fisiologicos
normais, como sinalizagéo celular. EROs podem ser prejudiciais quando produzidas
em quantidades elevadas nos compartimentos intracelulares (estresse oxidativo)
sem contrabalanceamento adequado das células, como 0 aumento dos niveis de
enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
moléculas como glutationa (GSH) que convertem radicais livres para moléculas ndo
toxicas ou menos toxicas (WU e YOTNDA, 2011). As ERNs e EROs séo produzidas
por macrofagos e outras células do sistema imunologico, onde participam da
indug&o, manutencéo e/ou término de respostas inflamatorias (WINK et al., 2011).

Apds o0 tempo de exposicido de 24 e 48 h, 0 meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi substituido por meio de cultura contendo 10 uM de
2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCF, Thermo Fisher, ref. D399). Em
seguida os macréfagos foram incubados durante 15 min a 37° C e protegido da luz.
2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato, quando oxidada pela célula gera um
produto fluorescente. Sendo assim, depois que 0s pogos foram lavados duas vezes
com PBS foi entdo medida a fluorescéncia em espectrofluorimetro (Tecan,
Mannedorf, ZH, Sui¢a; modelo Infinite M200, software operacional i-Control 1.6)
usando o comprimento de onda 488 nm (excitagcdo) e 530 nm (emisséao). Foram

realizados 3 experimentos independentes.

6.5.3 Producgao de espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

Os niveis de Oxido nitrico foram determinados como descrito por Misko et al.
(1993) e Glinski et al. (2016). Apds o tempo de exposicdo de 24 e 48 h, foram
transferidos 150 uL de cada pog¢o do meio de cultura em que as células Raw 264.7
estavam expostas para uma microplaca preta, seguidos da adi¢cdo de 10 uL de 2,3-
diaminonaftaleno (DAN, Invitrogen, ref. D7918) a 0,5 mg.mL™, que reage com 6xido

nitrico em ambiente acido gerando um composto fluorescente, com HCI (0,62 M). As
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microplacas foram agitadas suavemente e incubadas a 25° C, protegidas da luz.
Apébs 30 min, foram adicionados 5 uL de NaOH a 2,8 M aos pogos, deixando em pH
ideal para a leitura da fluorescéncia. A formacdo de 1-naftotriazol, derivado da
reacdo de nitrito e DAN foi determinada por meio da leitura da fluorescéncia (Tecan,
Mannedorf, ZH, Suica; modelo Infinite M200, software operacional i-Control 1.6),
usando o comprimento de onda de 365 nm (excitacao) e 450 nm (emiss&o). Foram

realizados 3 experimentos independentes.

6.6INVESTIGACAO DE CITOTOXICIDADE RELACIONADA A MECANISMOS
CELULARES

Sao aqui considerados ensaios para investigar citotoxicidade relacionada a

mecanismos celulares aqueles que buscam avaliar alteragdes em processos

moleculares e que podem estar relacionados a citotoxicidade.

6.6.1 Danos no DNA

Por estimulo da quebra da dupla fita de DNA, a ATM quinase (ataxia
telangiectasia mutated) fosforila o terminal hidroxila da H2AX no residuo serina-139,
essa proteina recém-fosforilada, gamma-H2AX, recruta para o local de dano
proteinas e ciclinas relacionadas ao reparo do DNA por dois sistemas principais:
uni&o de extremidades ndo homologas e recombinagédo homdloga (ZHA et al., 2008;
CHAPMAN et al., 2012). Um anticorpo contra gamma-H2AX pode ser usado para
avaliar esses danos no DNA, pois pode ser visualizado por imunofluorescéncia
direta ou indireta (KUO e YANG, 2008).

Apds o0 tempo de exposicéo de 24 e 48 h, o meio de cultura em que as células
Raw 264.7 estavam expostas foi retirado, em seguida as células foram fixadas em
paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich, ref. 158127) em PBS por 30 min,
permeabilizadas com Triton-X 0,2% em PBS por 10 min, lavadas uma vez com PBS
e incubadas com anti-fosfo-H2AX de camundongo conjugada a Alexa Fluor 488
(eBioscience, ref. 53-9865-82) em uma diluicdo de 1:100 em PBS por 2 h e DAPI
(Sigma-Aldrich, ref. D9542) a 5 ug.mL™" por 10 min. As laminas foram montadas em
resina Fluormount e entado capturadas 4 imagens por grupo em cada experimento
em microscépio confocal (Nikon, Shinagawa, TJ, Japan; modelo: microscdpio Nikon
Eclipse Ti e sistema Nikoon A1r MP, software operacional NIS-Elements Viewer

4.20), contadas aproximadamente 200 células por grupo experimental, 100 por
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experimento independente e classificadas como marcadas ou ndo. Foram realizados

2 experimentos independentes até o momento.

6.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS
Os dados, que representam as médias das pseudoréplicas de cada grupo
experimental, num total de 3 valores por grupo experimental (equivalente aos 3
experimentos independentes) foram analisados por meio do teste ndo paramétrico
de Kruskall-Wallis seguidos pelo pos-teste de Dunns, quando aplicavel para
comparagao dos grupos expostos versus controle. Diferengas foram consideradas

significativas quando apresentavam valor de p menor que 0,05.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1CARACTERIZACAO DAS BiNPs
A sintese das BiNPs seguiram um intervalo de ~30 dias, tempo em que as
NPs mantinham as mesmas caracteristicas, ou seja, sem apresentar precipitacao
elou aglomeracgao. A concentragdo € média de tamanho das BiNPs variou pouco de
uma sintese para outra. A concentragcdo maxima e minima encontrada foi de 1,8 e
1,0 mg.mL™" respectivamente e a média de tamanho maxima e minima encontrada
foi de 52 e 22 nm respectivamente, sendo que a faixa se concentrava entre 1 a 90
nm, o que indica uma ampla faixa de distribuicdo de tamanho das NPs quando

sintetizadas por meio do método fisico LASIS.

7.1.1 UV-Vis
Os resultados do espectro de absor¢do UV-Vis das suspengdes coloidais de
BiNPs em agua bidestilada acrescida de BSA, sintetizadas durante o periodo em
que se deu a pesquisa, indicaram concentracdes que variaram de 1 a 1,8 mg.mL™.
No grafico 1, que mostra a sintese realizada em maio de 2018, a medida da

concentracdo da suspensao coloidal foi de 1,5 mg.mL™".
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Grafico 1. Espectro de absorcdo UV-Vis da suspensio coloidal de BiNPs em agua bidestilada
acrescida de BSA. Eixo “y” representa a absorbancia que é proporcional ao niumero de particulas, e
eixo “X” o comprimento de onda.

7.1.2 DLS
As medidas de DLS indicaram que as amostras de BiNPs apresentaram uma
ampla distribuicdo de tamanho, com maior prevaléncia entre 25 nm e 60 nm,
chegando até 170 nm na sintese realizada em outubro de 2018.
Conforme se observa no gréfico 2, que mostra a medida DLS da sintese
realizada em agosto de 2018, as BiNPs apresentaram uma faixa de distribuicéo de 4

a 87 nm, com maior prevaléncia entre 25 a 60 nm.

Média: 24 nm
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Grafico 2. Histograma DLS da suspensao coloidal de BiNP em agua bidestilada acrescida de BSA,
indicando que apresentaram ampla faixa de distribuicdo de tamanho. Sintese: Agosto de 2018.

Outra caracterizacdo possivel € em relacdo ao potencial zeta, uma medida do
poder da repulsdo - atracdo eletrostatica ou cargas entre particulas, sendo um dos
parametros fundamentais que afetam a estabilidade de uma suspenséo (LIN et al.,
2014). Reus et al. (2018) verificaram as medidas do potencial zeta da suspensao
coloidal de BiNPs, que em agua estava dentro da faixa do que € considerado estavel

(superior a +30 mV ou inferior a -30 mV), com média de +39,1 mV, mas que com a
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adicdo de BSA, passa para -23 mV. Essa redugédo do valor do potencial zeta &
esperada na presenca de corona organica, mas como esse valor deixa de estar na
faixa do que seria considerado estavel, pode nao ter relacdo direta com estabilidade
da suspens&o no caso das BiNPs.

Ao contrario das células n&o fagociticas, as fagociticas interagem
preferencialmente com particulas carregadas negativamente (FROHLICH, 2012),
sendo assim, o processo de estabilizagdo das BiNPs com BSA, ao se relacionar com
0 aumento da interagao célula-NP, tem influéncia na citotoxicidade dessas NPs.

Outra técnica de caracterizacdo de NPs bastante usada € a microscopia
eletrénica de transmissado (MET). O microscépio eletrénico de transmisséo € um
importante equipamento na caracterizacao de nanoestruturas por ter uma resolucéo
subnanomeétrica, sendo muito utilizado na analise da morfologia, do arranjo atdmico
e de defeitos de materiais € no caso de NPs, pode ser usado na determinagdo do
tamanho médio e da forma das mesmas (HARDY et al, 2018). Em relagcéo a
caracterizacdo das BiNPs feita por meio de MET, foi observado que as BiNPs
sintetizadas pelo método fisico LASIS, além de apresentarem ampla faixa de
distribuicdo de tamanho, apresentaram formato esférico (dados n&o publicados
disponibilizados pelo laboratorio Fotonanobio).

Varios trabalhos relatam uma relacido entre toxicidade e tamanho das NPs,
sendo essas variaveis inversamente proporcionais (BAHADAR et al., 2016). Como
as BiNPs usadas no presente estudo apresentaram ampla faixa de distribuicao de
tamanho, tipico para NPs produzidas com a técnica LASIS para muitas
nanoparticulas, em que suspensdes monodispersas sdo possiveis, mas dificeis de
alcancar (BEZERRA et al, 2017), ndo € possivel descartar que as respostas
observadas nos macréfagos expostos as BiNPs podem ter sido em decorréncia de
diferentes mecanismos de toxicidade, que variam dependendo do tamanho da NP
(SHANG et al., 2014).

7.2CITOTOXICIDADE INESPECIFICA
7.2.1 Ensaiodo MTT
Os resultados do ensaio do MTT n&o permitiram identificar citotoxicidade nas
células expostas as BiNPs por 24 h até a concentracdo de 50 ug.mL”. Contudo,

observou-se como consequéncia da exposi¢ao por 48 h, reducéo na capacidade das
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células de converterem MTT em formazan nas concentragdes 10 (24%), 20 (45%) e
50 (64%) ug.mL™" (gréfico 4).

Ensaio do MTT - 24h Ensaio do MTT - 48h
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Grafico 3. Conversdo do MTT em formazan em células Raw 264.7 apds 24 e 48 h a diferentes
concentracdes de BiNPs (0-50pg.mL'1). Réplicas (pontos) e média (linha horizontal). Asterisco (*)
indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. * p<0,05; *** p<0,001. Trés experimentos

independentes.
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Em relagdo ao teste para observar a possivel interferéncia da producgédo de
EROs na reducdo do MTT em cristais de formazan pelas células, foi observado que
H>O, ndo foi capaz de reduzir o MTT em nenhuma das concentragbes testadas,
mesmo em concentragdes altas como 5SmM (grafico 5).
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Grafico 4. Interferéncia de peroxido de hidrogénio no ensaio do MTT. Média * intervalo de confianca
(95%). Nao houve alteracéo.

Abudayyak et al. (2017) verificaram que NPs similares, de Bi»O3 diminuem, de
maneira concentragdo-dependente, a conversdo do MTT nas linhagens HepG2,
NRK-52E, Caco-2 e A549 expostas a concentracdes de 1 a 100 png.mL™ por 24 h.

Liu et al. (2017) verificaram que BiNPs diminuiram o a conversao do MTT das

células da linhagem A549 em ~78% na maior concentracdo testada (160 pg.mL™)
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quando expostas por 48 h, o que demonstra leve toxicidade de BiNPs em células
pulmonares. Em comparacao, BiNPs reduziram mais significativamente a conversao
do MTT em células da linhagem HEK293: ~80% na concentracdo de 20 ug.mL™,
mas 0s autores destacam que essa toxicidade em célula renal pode também ser em
decorréncia dos ions de Bi ou efeito combinado dos ions presentes na suspensao e
das BiNPs.

A reducgdo na quantidade de células aderidas ou interferéncia na proliferacéo
celular, observada por meio do ensaio do cristal violeta (item 7.2.2), influencia
parcialmente nos resultados observados de reducdo da conversao do MTT, visto
que quando se utiliza dados da relagdo da média de cada experimento do ensaio do
MTT sobre média de cada experimento do ensaio cristal violeta o teste estatistico
deixar de identificar redugdo significativa dos valores, considerando significancia
minima de 5% (p<0,05) (gréfico 6). Contudo, como o desvio padréo passa a ser
maior, o efeito na conversdo do MTT ainda poderia ser confirmado estatisticamente,
por meio do aumento do N, visto que se nota a manutenc&o do padréo de redugéao
em 20 e 50 png.mL™" de BiNPs no gréfico.
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Grafico 5. Relacdo: média de cada experimento do ensaio do MTT sobre a média de cada
experimento do ensaio cristal violeta em células Raw 264.7 ap6s 48 h expostas a diferentes

concentracbes de BINPs (0-50pg.mL'1). Réplicas (pontos) e média (linha horizontal). Nao foi
observada diferenga significativa.

7.2.2 Ensaio de cristal violeta
Por meio do ensaio de cristal violeta n&o foi identificado reducdo na
quantidade de células aderidas ou interferéncia na proliferacdo celular em células

expostas por 24 h as BiNPs. Contudo, havia menos células aderidas (reducéo de 8 a
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18%) apods exposicdo por 48 h nas concentracdes de 1 a 50 ug.mL™” (grafico 7 e
figura 6).
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Grafico 6. Quantidade de células aderidas apos 24 e 48 h de exposicdo a diferentes concentracdes

de BiNPs. Réplicas (pontos) e média (linha horizontal). Asterisco (*) indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001. Trés experimentos independentes.

Alguns estudos mostram que outras NPs metalicas, como NPs de ouro, prata
e dioxido de titanio causam perda de adeséo celular. Peng et al. (2019) observaram
que essas NPs causam perda de ades&o ao impedir interagbes de VE-caderina-VE-
caderina em células de tecido endotelial microvascular humano. Wei et al. (2007)
observaram que NPs de ouro causam perda de adeséo celular em células HepG2.
Dessa forma, a reduc&o na quantidade de células Raw 264.7 expostas a BiNPs por
48 h pode nao estar relacionada a redugao da proliferagdo celular, mas sim a perda

da capacidade de adesao.

' Controle—48 h & w8 -1 48h
3 -:. e*«g- (Contole—4ch IR W, .% . oy

'“‘3' . 4 = T,

& ..¢ ¢ :&*:f&;“ k! ,‘j«ﬁ G B .z,sw 3
ji "‘ ? o

} .Q'ih ) %e o%g ‘

i, 2 § PR - e, N =

% ¢ gy '&’&"ﬁ? ) o
$ * LI ST % &
sg ;?n.og e, #d 2

& L4 i * k P wa Q) !-Wi{ :wic @ |M

Flgura 5. Fotomlcrograﬂas de células Raw 264.7 coradas com cristal V|oleta antes da extracdo do

corante com acido acético, do controle e de células expostas a 50 pg.mL de BiNPs por 48 h.
Observar a reducéo da quantidade de células ap6s exposicédo as BiNPs.
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7.2.3 Ensaio de azul de tripan
Por meio do ensaio de azul de tripan foi observado que a viabilidade celular
nao foi alterada quando as células ficaram expostas por 24 h, havendo leve reducao
da viabilidade quando as células ficaram expostas por 48 h (~2%) na concentracéo

de 50 pug.mL™" (gréfico 8 e figura 7).
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Grafico 7. Viabilidade celular apés 24 e 48 h de exposicdo as BiNPs. Réplicas (pontos) e média
(linha horizontal). Asterisco (*) indica diferenca significativa em relacado ao grupo controle. *** p<0,001.
Trés experimentos independentes.
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Figura 6. Fotomlcrograﬂas de células Raw 264.7 incubadas com azul de trlpan apo6s 48 h de
exposicio as BiNPs. Células ndo viaveis (setas).

Com isso, infere-se que apesar da exposi¢cédo as BiNPs por 24 e 48 h alterar
alguns parametros relacionados a toxicidade na célula Raw 264.7, essa alteracé&o
nao € ou € pouco capaz de reduzir a viabilidade a ponto de causar rupturas na
membrana plasmatica, visto que a membrana continua integra durante esses

tempos de exposicéo.
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Sabella et al. (2014) descreve um mecanismo geral pelo qual as NPs
metalicas geram citotoxicidade. Primeiramente acontece a entrada das NPs na
célula por transporte ativo, p. ex. mediado por clatrina, caveolina e lipid rafts, entéo o
confinamento em vesiculas, endossomos e por fim em lisossomos,
desencadeamento do efeito de cavalo de tréia pelo pH acido do lisossomo,
resultando em aumento da liberagdo de ions, que exercem citotoxicidade ao inativar
ou diminuir a fungcdo de enzimas e desnaturar proteinas, gerando dano em
organelas, resultando em aumento dos niveis de EROs e finalmente danos no DNA
e na membrana plasmatica. Dessa forma, o ensaio do MTT foi mais sensivel para
detectar citotoxicidade das BiNPs nas células Raw 264.7 porque fungdes
enzimaticas s&o alteradas antes de se observar danos na membrana.
Possivelmente, se as células ficassem expostas por um tempo maior, seria

observado aumento na ruptura da membrana.

7.2.4 Ciclo celular
Por meio do ensaio de ciclo celular foi observado que a distribuicdo das
células nas fases do ciclo celular ndo foi alterada pela exposicéo as BiNPs por 24 e
48 h (grafico 9).
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Grafico 8. Distribuicdo das células nas fases do ciclo celular apés 24 e 48 h de exposicio as BiNPs.
Média + intervalo de confianca (95%). Nao houve diferenca significativa.

A capacidade de manter a integridade genémica é vital para a sobrevivéncia e
proliferacéo celular. O que garante essa integridade genémica sdo mecanismos de
controle chamados checkpoint, que podem gerar um atraso transitério que

proporciona a célula mais tempo para reparar os danos antes de progredir para a
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préxima fase do ciclo celular, diminuindo assim a taxa de proliferagdo
(SHACKELFORD et al,, 1999). Como foi observado uma redugédo do numero de
células aderidas por meio do ensaio do cristal violeta, 0 mais provavel é que esse
resultado esteja relacionado com a reducao da adesao celular e ndo com reducéo
da proliferacao, visto que n&o foi observada alteracado no perfil de distribuicao das

células Raw 264.7 nas fases do ciclo celular quando expostas as BiNPs.

7.3CITOTOXICIDADE ESPECIFICA
7.3.1 Atividade fagocitica
Por meio do ensaio de atividade fagocitica foi observado aumento no indice
fagocitico quando as células ficaram expostas por 24 (~210%) e 48 h (93%~) a

concentracdo de 50 ug.mL™" (gréfico 10).
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Grafico 9. indice fagocitico apés 24 e 48 h de exposicdo as BiNPs. Réplicas (pontos) e média (linha
horizontal). Asterisco (*) indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. * p<0,05. Trés
experimentos independentes.

Na figura 8 € possivel observar as células com as leveduras internalizadas
coradas com Giemsa nos grupos controle e exposto por 50 ug.mL" de BiNPs por 24
e 48 h.

Estudos mostraram que outras NPs metalicas também foram capazes de
aumentar o indice fagocitico de macrofagos expostos. Wang et al. (2011)
observaram por meio de investigagbes in vivo (exposigado Iintranasal em
camundongos) e in vitro (células BV-2’) que micrdglias expostas as NPs de 6xido de
ferro tiveram o indice fagocitico aumentado. Chen et al. (2018) observaram que

células Raw 264.7 e macréfagos de cultivo primario derivados de medula 6ssea de

’ A linhagem B\L2 tem origem de micréglias de camundongo neonato induzidas com raf/myc.
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camundongo NPs, expostos a didxido de titdnio, aumentaram significativamente a
fagocitose de E.coli além de observarem, por meio de analise protedmica,

regulacao positiva de proteinas do sistema complemento.
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Figura 7. Fotomicrografias de células Raw 264.7 incubadas por 2 h com leveduras apés o periodo de
exposicio as BiNPs e coradas com Giemsa. Leveduras internalizadas (setas).

Assim, algumas NPs metalicas aumentam o indice fagocitico de macréfagos.
Contudo, ndo sdo descritos 0os mecanismos exatos pelos quais essas NPs
interferem na fagocitose e 0 tipo de interac&o que leva a esse processo.

Os macréfagos iniciam a fagocitose identificando padrées moleculares
associados ao patdgeno na superficie por meio de receptores de reconhecimento de
padrdes, que incluem lectinas, receptor de manose (MR), receptores Toll-like (TLRs)
e receptor de Fcy (FcyR). O TLR4, um membro da familia TLR, desempenha um
papel critico na deteccdo de patdgenos e desencadeamento de respostas

imunolégicas por meio do inicio da transducdo de sinal (Bl ef al., 2017). Como
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observaram Da silva et al. (2018), as células Raw 264.7 e BHK-21° foram capazes
de endocitar NPs de BSA por meio da interacdo com receptores da superficie
celular. Como a suspenséo de BiNPs usada nesse estudo foram estabilizadas com
BSA, a possivel interacdo de BSA, mesmo n&o se tratando de proteinas comuns
detectadas na corona de NPs metalicas quando em plasma sanguineo (VINLUAN e
ZHENG, 2015), com receptores de superficie pode ser o que causa o aumento do
indice fagocitico das células Raw 264.7.

O complexo proteico NF-kB e a proteina quinase ativada por mitdégeno
(MAPK) sao elementos-chave relacionados a sinalizagdo pro-inflamatéria, sendo o
NF-kB um fator de transcricdo evolutivamente conservado que modula a expressao
de varios genes envolvidos nas respostas imunoldgicas (Bl et al,, 2017). Como
ambas as vias de sinalizacdo sdo consideradas envolvidas na fagocitose, as BiNPs

também poderiam estar interferindo nessas vias nas células Raw 264.7 expostas.

7.3.2 Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)
N&o foi observada alteragcéo nos niveis de EROs de células quando expostas
por 24 h as BiNPs, mas houve aumento pontual de ~10% em células expostas a 5
ug.mL™" de BiNPs por 48 h (grafico 11).
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Grafico 10. Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) apés 24 e 48 h de exposicio as BiNPs.
Réplicas (pontos) e média (linha horizontal). Asterisco (*) indica diferenca significativa em relacido ao

grupo controle. * p<0,05. Trés experimentos independentes.
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Além de estarem envolvidas com toxicidade, as EROs também participam de
sinalizacéo celular nos macréfagos (BYLUND et al,, 2010). Como foi observado

apenas um leve aumento dos niveis de EROs nas células expostas somente a 5

5 A linhagem de fibroblastos BHK-27 tem origem de tecido renal de hamster.
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ug.mL”', a exposicdo as BiNPs ndo é capaz de interferir com processos de
sinalizac&o celular dependentes de EROs das células Raw 264.7.

Células fagociticas aumentam o consumo de oxigénio durante a fagocitose de
patdogenos e durante esse processo o oxigénio € reduzido pela NADPH oxidase,
sendo esperado um aumento de EROs nessas células (BYLUND et al., 2010). Como
foi observado aumento de atividade fagocitica nas células Raw 264.7 expostas as
BiNPs por 24 (~210%) e 48 h (93%~) & concentracdo de 50 pg.mL™" (gréfico 10), o
esperado seria encontrar também um aumento nos niveis de EROs. Talvez em um
tempo maior de exposicdo fosse possivel observar esse aumento, ou uma
quantificacdo de EROs extracelular, visto que as enzimas NADPH oxidase s&o
abundantes na membrana plasmatica de fagocitos.

Além disso, como foi observado que a exposicéo das células Raw 264.7 as
BiNPs altera alguns parametros relacionados a citotoxicidade, como a converséao do
MTT em formazan, principalmente nas maiores concentracdes e por 48 h, infere-se
que 0s mecanismos de citotoxicidade das BiNPs que levaram a essas alteracbes

nao estdo relacionados ao aumento dos niveis de EROs.

7.3.3 Niveis de espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)
Nao foi observada alteragcdo nos niveis extracelulares de ERNs em células
expostas as BiNPs por 24 h, mas houve redugcdo de ~10% nas expostas por 48 h a

50 ug.mL™" (gréafico 12).
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Grafico 11. Niveis de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) ap6s 24 e 48 h de exposicdo as BiNPs.
Réplicas (pontos) e média (linha horizontal). Asterisco (*) indica diferenca significativa em relacédo ao
grupo controle. * p<0,05. Trés experimentos independentes.
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O &xido nitrico é uma molécula que difunde rapidamente pelas membranas
celulares, € altamente reativa, reagindo com alvos moleculares como proteinas e
aminas contendo grupamentos heme e tiol. ERNs também podem modificar pds-
traducionalmente as proteinas, resultando em alteracéo da funcéo. Por exemplo, a
S-nitrosilacdo mediada por ERNs da proteina surfactante-D (SP-D) resulta em uma
mudanca em sua atividade biolégica de anti-inflamatéria para pro-inflamatoria
(LASKIN et al., 2010). Como os niveis extracelulares de &xido nitrico ndo foram
significativamente alterados nas células Raw 264.7 quando expostas a BiNPs, os
mecanismos de citotoxicidade n&o estdo relacionados a essa molécula. Como o
resultado sugere, apenas a exposicdo a 50 pg.mL™" pode alterar a sinalizacdo de

macréfagos por meio de ERNs.

7.4CITOTOXICIDADE RELACIONADA A MECANISMOS CELULARES
7.4.1 Danos no DNA
Nao foi observada diferenca significativa em danos no DNA nos grupos
expostos as BiNPs nos tempos de 24 e 48 h comparados com 0 grupo controle
(grafico 13).
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Grafico 12. Danos no DNA ap6s 24 e 48 h de exposicdo as BiNPs. Réplicas (pontos) e média (linha
horizontal). N&do houve diferenga significativa em relacdo ao grupo controle. Dois experimentos
independentes.

Nota-se pelos resultados que pode estar havendo dano no DNA nas células
Raw 264.7 expostas as BiNPs conforme as concentragées aumentam (figura 9), ndo
confirmado estatisticamente provavelmente pelo N insuficiente, sendo que ha
necessidade de outro experimento para confirmar se a exposicdo esta causando

danos no DNA das células.
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Os mecanismos que levam a danos no DNA geralmente estéo relacionados
ao excesso de EROs, que sobrecarregam o sistema de defesa antioxidante. Os
radicais livres, como radical hidroxila e oxigénio singlete, podem oxidar biomoléculas
celulares, causando modificacGes oxidativas no DNA, como quebras na dupla fita e

oxidagao de bases nitrogenadas (WAN et al., 2012).

&

Controle —24 h 50 pm 50 ugmL-! -2

Controle — 48 h sinl i 50 ugmL-' —48h

Figura 8. Fotomicrografias de células Raw 264.7 com o nucleo marcado em azul (DAPI) e focos de
reparo de danos no DNA (setas) marcados em vermelho (anti-fosfo-H2AX de camundongo conjugada
com Alexa Fluor 488).

Estudos mostram que outras NPs metalicas sdo capazes de gerar danos no
DNA. Nguyen et al. (2016) observaram que a exposicdo de macréfagos J774A.1° a
NPs de prata geram 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), marcador mais comum
de danos oxidativos no DNA. Nao é esperado encontrar esse tipo de dano no DNA
nas células Raw 264.7 expostas a BiNPs, visto que ndo foi observada alteracéo

significativa de EROS. Hashimoto e Imazato (2015) observaram que NPs de 6xido

°A linhagem J774A. 1 foi isolada de ascite de camundongo.
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de aluminio também causam danos no DNA de células Raw 264.7 e relata que
esses efeitos se dao principalmente por consequéncia da interagdo dessas NPs com
outras organelas e secundariamente por interacdo direta da NP com o DNA, néao

sendo detalhado como a interac&o direta gerou dano.

8 CONCLUSAO

Foi verificado no presente estudo que macréfagos da linhagem Raw 264.7,
quando expostos a concentracdo de 50 png.mL” de BiNPs, tem alguns parametros
alterados, sendo observado reducao na capacidade de converter MTT em formazan
e adesao celular além de aumento da capacidade fagocitica. Contudo, n&o houve
rupturas na membrana, redugdo da proliferacdo € nem alteracbes nos niveis de
EROs e ERNs nas células expostas. Como a capacidade fagocitica aumentou
consideravelmente tanto em 24 quanto em 48 h de exposi¢do, esse estudo sugere
que as BINPs podem causar imunotoxicidade ao influenciar em respostas

principalmente pré-inflamatérias.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para prosseguir com a investigacao da imunotoxicidade de BiNPs, usando
como modelo de estudo macrofagos murinos Raw 264.7, pode-se:

e Quantificar os niveis de EROs no ambiente extracelular com o propdsito de
confirmar se realmente os niveis ndo encontram-se alterados, descartando ou
ndo o envolvimento dessas moléculas nos processos que levam a
citotoxicidade.

e |Investigar o tipo de interacdo que leva a perda de adesido nas células
expostas.

e Investigar a(s) via(s) de sinalizacdo que as BiNPs poderiam estar interferindo

para alterar os parametros celulares, como aumento na atividade fagocitica.
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