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RESUMO

No Brasil, o cancer de pele é o mais frequente e corresponde a 30% de todos os
tumores malignos. A principal causa é a exposigcdo a luz solar, a qual contém
radiacdes ultravioletas danosas para os seres humanos. A melhor prevencao deste
tipo de cancer é o uso de protetor solar, o0 que tem levado ao aumento da utilizacao
destes produtos. Dentre os componentes dos protetores, as nanoparticulas de ZnO e
TiO2 (filtros fisicos) sdo os mais eficientes. Contudo, ha poucos estudos que
evidenciam os efeitos biolégicos dessas NPs, principalmente no melanoma ja
formado. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia das NPs,
com e sem exposicao simultanea da luz UV sobre células de melanoma murino
(B16F1). Para isso, foram realizados testes para verificar a citotoxicidade dessas NPs,
individualmente e na forma de misturas. As células foram cultivadas e expostas a
diferentes concentragées das NPs individuais (1, 5, 10, 30 e 50 ug.ml') e misturas (1,
5 e 10 yg.ml") durante 24h. Para o experimento com a luz UV, logo apds a exposigao
as NPs, um aparato com a luz foi colocado sobre as placas de cultura contendo as
células, com exposigao das células a luz por 60 min (45 mJ/cm?). Nenhuma das NPs
promoveu efeito na migracao e no ciclo das células B16F1. As concentragdes de 30 e
50 ug.ml-* de ZnO-NP promoveram redugédo da viabilidade, proliferagao, produgao de
espécies reativas de oxigénio e atividade dos transportadores de efluxo de drogas,
com e sem a exposi¢cao simultanea da luz UV. Com a exposi¢gao UV, a ZnO-NP
também levou a redugao da viabilidade e proliferagdo nas concentragcées 5 e 1 ug.ml-
' respectivamente. A TiO2-NP, sem a exposi¢ao a luz UV, n3o levou a alteragéo na
viabilidade, proliferagcéo, produgao de espécies reativas de oxigénio em nenhuma das
concentragdes, mas causou aumento na atividade dos transportadores de efluxo de
drogas na maior concentragdo (50 ug.ml-'). J& com a exposigdo a luz UV, a TiO2-NP
levou a reducgdo na proliferacdo nas concentragdes 10, 30 e 50 pg.ml-1; na redugao
produgédo de ROS nas concentragdes 30 e 50 pug.ml'; e reducdo na atividade dos
transportadores na menor concentragéo (1 ug.ml-'). Com relagéo as misturas, houve
efeito de mistura com aumento da viabilidade das células na menor concentragao (1
pg.ml') em relagdo as NPs sozinhas. Houve também um aumento na atividade dos
transportadores de efluxo de drogas na concentragdo intermediaria (5 ug.ml-'). Além
disso, a exposicao UV também reduziu a proliferacao em todas as concentracodes (1,
5 e 10 pyg.ml"); reduziu a produgdo de espécies reativas de oxigénio na menor
concentragdo (1 pg.ml'); e promoveu efeito de interacdo das NPs na menor
concentragdo (1 pg.ml'). Dessa maneira, os resultados obtidos e os pontos
apresentados neste trabalho reafirmam a necessidade de haver mais estudos sobre
as nanoparticulas ZnO e TiOz2, uma vez que ja existem indicios de que estas podem
causar varios danos ao organismo, principalmente quando expostas a luz UV.

Palavras-chave: Melanoma. B16F1. ZnO. TiO2. Nanoparticulas. UV. Toxicologia.
Viabilidade. Proliferagdo. MDR. Espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

In Brazil, skin cancer is the most frequent and accounts for 30% of all malignant
tumors. The main cause is exposure to sunlight, which contains harmful ultraviolet
radiation for humans. The best prevention of this type of cancer is the use of sunscreen
so that the use of these products has been growing. Among the components of the
shields, the nanoparticles of ZnO and TiO2 (physical filters) are the most efficient.
However, there are few studies on the biological effects of these NPs, especially in the
melanoma cells. This way, the aim of this study was to verify the influence of NPs, with
and without simultaneous exposure of UV light on cells of a murine melanoma (B16F1).
For this, tests were performed to verify the cytotoxicity of these NPs, individually and
in the form of mixtures. Cells were cultured and exposed to different concentrations of
the individual NPs (1, 5, 10, 30 and 50 ug.ml"') and mixtures (1, 5 and 10 ug.ml") for
24h. For the experiment with UV light, after exposure to the NPs, the cell microplate
was placed under an apparatus with light for 60 min (45 mJ / cm?). The concentrations
of 30 and 50 pg.ml-' of ZNO-NP promoted a decrease of viability, proliferation, reactive
oxygen species production and activity of drug-efflux transporters, with and without
simultaneous exposure of UV light. With UV exposure, ZnO-NP also reduced the
viability and proliferation at concentrations 5 and 1 ug.ml’, respectively. TiO2-NP,
without exposure to UV light, did not lead to alteration of cell viability, proliferation,
production of reactive oxygen species (ROS) at any of the concentrations, but caused
increased activity of efflux transporters at the highest concentration (50 pug.ml-'). With
the exposure to UV light, TiO2-NP led to reduction of cell proliferation at concentrations
of 10, 30 and 50 pg.ml! reduction of ROS levels at 30 and 50 pg.ml-'; and reduction
of efflux transporters activity at the lowest concentration (1 pug.ml*). In the mixtures,
there was an increase of the activity of the efflux transporters at the intermediate
concentration (5 ug.ml'). In addition, UV exposure also reduced cell proliferation at all
concentrations (1, 5 and 10 pg.ml"); reduced ROS production at the lowest
concentration (1 pg.ml-1), and promoted interaction effect of the NPs in the lowest
concentration (1 pg.ml"). In this way, although the results obtained refute the initial
hypothesis concerning increase of malignancy of the melanoma cells, this study
reaffirms the need for more studies on ZnO and TiO2 nanoparticles, since there are
already indications that these NPs cause various cytotoxic effects particularly when
therei coexposed with UV light.

Keywords: Melanoma. B16F1. ZnO. TiO2. Nanoparticles. UV. Toxicology. Viability.
Proliferation. MDR. ROS.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, o cancer de pele € o mais frequente e corresponde a 30% de todos
os tumores malignos registrados no pais, sendo o melanoma um dos mais letais
(INCA, 2016). Estes dados tornam-se preocupantes, haja vista que as células que o
compde podem migrar para ganglios linfaticos e érgaos internos e, assim, formar
metastases. Em casos de metastase, a expectativa de vida dos pacientes é reduzida,
podendo chegar a apenas seis meses (NICOLSON; BRUNSON; FIDLER, 1978;
BRAUD et al., 2003; GARBE et al., 2011).

O melanoma pode ter varias etiologias, porém as causas geralmente estéo
relacionadas aos habitos de vida do individuo, ao meio ambiente e a genética. Esses
fatores podem interagir de varias formas, aumentando ou diminuindo a probabilidade
do surgimento de tumores. Dentre os fatores de risco, a exposi¢cao ao Sol € a principal
causa do surgimento do melanoma e também a de mais facil prevengcao (THOMPSON,;
SCOLYER; KEFFORD, 2005; MANCEBO; HU; WANG, 2014).

Atualmente, conscientizagado da protecdo contra radiacdo solar € cada vez
maior. Dessa forma, o protetor solar € uma das formas mais utilizadas na prevencéao
contra os efeitos causados pelo Sol, como envelhecimento cutdneo e o cancer de
pele. Isto ocorre em virtude da presencga de filtros inorgénicos em sua composigao,
como as nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO-NP) e nanoparticulas de diéxido de
titdnio (TiO2-NP), as quais sdo as mais utilizadas nos protetores. Além disso, as
industrias cosméticas estdo revolucionando o mercado de beleza com produtos
multifuncionais de ampla atuagao, associando produtos de beleza com filtro solar para
a protecdo contra os danos solares (NEWMAN; STOTLAND; ELLIS, 2009;
MANCEBO; HU; WANG, 2014; MCSWEENEY, 2016).

Porém, mesmo com a ampla utilizagdo de protetores solares e, com isso, a
alta exposicao as NPs, ainda ha poucos estudos que evidenciam os efeitos biolégicos
dessas nanoparticulas (NPs). Um fator a se considerar é a exposi¢cao das NPs a luz
UV, ja que esta pode ser um fator determinante na toxicidade das NPs. Além disso, a
influéncia dessas NPs na sobrevida e eficiéncia do tratamento em individuos ja
acometidos pelo melanoma tem sido negligenciada (BURNETT; WANG, 2011). Desta
maneira, percebe-se a necessidade de verificar a influéncia das NPs sobre células de

um melanoma ja formado.
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das ZnO-NPs e TiO2-
NPs no fendétipo de células de melanoma murino B16F1 cultivadas, com ou sem

exposicao simultdnea a luz UV, com énfase em parametros celulares.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE

A pele € o maior 6rgao do corpo humano, funcionando como importante barreira
e meio de comunicagdo com o meio exterior. O organismo € recoberto inteiramente
por este 6rgao (MAIO et al., 2011; D’ORAZIO et al., 2013). A pele tem como fungdes
a protegao contra agressoes externas, a produgao de vitamina D, a termorregulagao,
a secrecao de ferorménios, a percepgao do meio externo e a defesa imunoldgica
(MAIO et al., 2011).

A area mais superficial da pele é a epiderme, um tecido epitelial
multiestratificado. Logo abaixo, encontra-se a derme, constituida de tecido conjuntivo
ndo modelado com fibras colagenas, fibroblastos e macréfagos (MAIO et al., 2011).

Dentre as células presentes na epiderme, ha os melandcitos e queratindcitos.
Os melandcitos estao presentes, predominantemente, nos olhos e na pele, sendo
responsaveis pela coloragao destes locais (MAIO et al., 2011). Na pele, essas células
residem na camada basal da epiderme (FIGURA 1). A quantidade de melanécitos na
epiderme varia bastante entre individuos bem como no organismo, tendo sua maior
densidade nas regides da cabecga e do antebrago (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK;
MARAIS, 2007; D’ORAZIO et al., 2013).

u ey e (N = — Epiderme

~ 5 Membrana

Basal
W ey EEE o i) N
st Weee i [l e R
Lol R RS e b= D
EImED e R
* Melandcito = [Queratindcito <%= Fibroblasto

FIGURA 1. Principais células presentes na pele. Fonte: A autora
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Os melanécitos tém como funcéo principal a sintese da melanina a qual é
transferida para os queratindcitos, onde permanece. Melanossomos sdo organelas
presentes nos melandcitos responsaveis pela sintese e secrecdo da melanina. Dentre
suas principais fungdes, pode-se citar a coloragao da epiderme, a qual é responsavel
por sua protecdo; e a participacdo nos processos inflamatorios. A pigmentacédo da
pele ocorre de duas maneiras: decorrente de informagdes genéticas, sem influéncia
de fatores externos; e a pigmentagao facultativa, a qual ocorre por influéncia de varios
fatores, como a radiagcao UV, desequilibrios hormonais e processos inflamatdrios
(HEARING, 2011; MCSWEENEY, 2016).

A melanina é sintetizada a partir da tirosina que, apds varias reagdes, é
transformada em dois diferentes tipos de melanina: eumelanina (marrom escuro) ou
feomelanina (coloragao amarelo/alaranjado). Dessa forma, a fotoprotecdo depende
dos tipos de melanina sintetizados bem como sua distribuicdo no tecido epitelial
(HEARING, 2011; SLOMINSKI, 2011).

2.2 RADIACAO SOLAR

A radiacdo solar é essencial para o corpo humano. Estudos mostram que a
radiacdo pode, além de aumentar os niveis de vitamina D no organismo, melhorar o
humor e prolongar o tempo de vida dos seres humanos (WRIGHT; WELLER, 2015).
A vitamina D é uma das vitaminas mais importantes do organismo e sua deficiéncia
esta relacionada com o surgimento de alguns tipos de cancer, doencgas
cardiovasculares e doencgas relacionadas aos ossos (SIVAMANI; CRANE;
DELLAVALLE, 2009; BALOGH et al.,, 2011; BURNETT; WANG, 2011; WRIGHT;
WELLER, 2015).

Os espectros da luz solar sdo amplos e incluem a luz visivel para humanos, o
infravermelho e o ultravioleta (FIGURA 2). Apesar de seus beneficios, a exposicao a
radiagcéo ultravioleta (UV) é a principal responsavel pelo surgimento do melanoma.
Isto foi sugerido, pela primeira vez, por Robert Bowles em 1893 (ROELANDTS et al.,
2007). A por estimulagao dos constituintes celulares da pele para produzir fatores de

crescimento; e pela acao de espécies reativas de oxigénio que podem causar danos
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no DNA e suprimir a apoptose (THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005;
BURNETT; WANG, 2011; D’ORAZIO et al., 2013; OLIVER et al., 2016).

35000
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Comprimento de onda (nm)

FIGURA 2. Espectro da luz solar. Fonte: BERLIM et al., 2014

A luz UV, com comprimento de onda que varia entre 100 a 400 nm, é
comumente dividida em trés grupos: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA
(320-400 nm) (EPSTEIN et al., 1990; KULLAVANIJAYA; LIM, 2005; BAILLO; LIMA,
2012; MCSWEENEY, 2016).

Dentre as radiacdes ultravioletas, as UVC sao as que tém maior energia,
sendo as mais danosas para o0s organismos vivos. Contudo, sdo totalmente
absorvidas pela camada de oz6nio, ndo atingindo a biosfera. Dessa forma, apenas
UVA e UVB sao as radiagdes ultravioletas com impacto para a saude humana
(KULLAVANIJAYA; LIM, 2005; BAILLO; LIMA, 2012; MCSWEENEY, 2016).

As radiacdes UVB estao predominantes na superficie terrestre no periodo
entre 10 e 14 horas. Por possuirem alta energia, sdo as grandes responsaveis por
ocasionar queimaduras solares e também podem induzir danos e mutagcées no DNA
(KULLAVANIJAYA; LIM, 2005; BAILLO; LIMA, 2012; MCSWEENEY, 2016).

Ja as radiacées UVA sao as de maior abundancia na superficie terrestre

(95%), pois quase nao sao absorvidas pela camada de o0z6nio. Possuem o maior
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comprimento de onda e sdo menos energéticas. Por isso, a capacidade em induzir
lesdes na pele € aproximadamente mil vezes menor do que a UVB, porém penetram
mais profundamente na derme, formando o efeito “bronzeado” e induzindo danos
DNA. Estas radiagbes desempenham um papel importante no surgimento do
melanoma, uma vez que se apresentam como principais responsaveis pelo dano solar
a longo prazo (FIGURA 3; WOLF et al., 2001; FLOR; DAVOLOS, 2007; PALM;
O’'DONOGHUE, 2007; QUATRANO; DINULOS, 2013; MCSWEENEY, 2016).

100 290 320 400 800 nm
UVC UvB] UVA Visivel A

Epiderme : - v == v
Derme L5 :

Hipoderme

FIGURA 3. Radiagdo solar e seus efeitos sobre a pele. Fonte: a autora

Uma vez em contato com a pele, as radiagdes UV sado absorvidas por diversos
cromoéforos como: melanina, DNA, RNA, proteinas, aminoacidos aromaticos, entre
outros (FLOR; DAVOLOS, 2007; GONZALEZ; FERNANDEZ; GILABERTE, 2008;
COELHO; MARCOS; APETATO, 2016).

A luz UV pode danificar o DNA de maneira direta ou indiretamente. Na
primeira, o DNA absorve foétons da luz UVB e forma ligagdes covalentes de dimeros
de pirimidinas, o que gera mutagées no DNA. Ja de forma indireta, as moléculas
cromoforas absorvem os fotons da luz UVA e os transferem para as moléculas de
oxigénio, criando o radical hidroxila, que pode causar danos no DNA. Esta maneira
indireta € responsavel por mais de 50% das causas de melanoma (PANICH, U. G;
RATHVIBOON, S. N; JIRAWATNOTAI, S., 2016; COELHO; MARCOS; APETATO,
2016).
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Existem varias formas de protecdo da pele contra a luz ultravioleta, como
agentes fotoprotetores ambientais (camada de ozénio, poluentes, nuvens e névoa),
agentes biologicos (croméforos epidérmicos), agentes fisicos (vestuario, chapéus,
maquiagens, oculos escuros e vidros nas janelas) e filtros de luz ultravioleta
(ingredientes de protecdo solar e agentes de bronzeamento artificial)
(KULLAVANIJAYA,; LIM, 2005). Alguns estudos também sugerem a suplementacéo
nutricional com carotenoides e probidticos como uma forma complementar da
fotoprotecdo ao preparar a pele antes da exposi¢ao solar (KULLAVANIJAYA; LIM,
2005; TEXEIRA, 2015). Porém, pesquisas apontam o protetor solar como principal
forma de protegao contra a radiagéo UV, as lesdes causadas pela radiagéo solar, o
foto-envelhecimento e, até mesmo, o surgimento do cancer de pele (NOHYNEK;
SCHAEFER, 2001; NOHYNEK; DUFOUR, 2012; COELHO; MARCOS; APETATO,
2016).

2.3 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CANCER

Tumor € um aumento do numero de células alteradas em uma regido do
organismo (American Cancer Society, 2015; INCA, 2016). Quando este aumento
ocorre devido ao crescimento no numero de células alteradas, da-se o nome de
neoplasia. As neoplasias podem ser benignas, as quais possuem células que se
multiplicam mais lentamente e sdo mais semelhantes as originais; e malignas, cujas
células tendem a ser mais agressivas, podendo migrar e invadir outros tecidos e
orgaos, formando o cancer. A capacidade de invadir tecidos e estabelecer colonias
em o6rgao distantes sdo definidos como uma caracteristica de neoplasias malignas, e
a esse processo da-se 0 nome de metastase. Para que ocorra a metastase, é
necessario que haja varias etapas sequencias: desprendimento das células do seu
local de origem; migracdo dessas ceélulas para circulagdo; invasao em tecidos
adjacentes; colonizagao e proliferacdo em outros tecidos ou 6rgaos (THOMPSON,;
SCOLYER; KEFFORD, 2005). Dessa forma, os tumores benignos raramente podem
ser considerados como um fator de risco a vida (American Cancer Society, 2015;
INCA, 2016).
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Segundo o Instituto Nacional do Cancer, cancer é definido como um conjunto
de mais de 100 doengas em que ha o crescimento desordenado (maligno) de células
que invadem os tecidos e 6rgaos e podem espalhar-se para outras regidées do corpo,
formando metastase (INCA, 2016).

As células cancerosas tém como caracteristicas principais a proliferagao
desenfreada e a invasao de tecidos adjacentes (INCA, 2016). Para que estas células
consigam adquirir estas caracteristicas, € preciso contornar alguns mecanismos de
controle da prépria célula. A expressao de reguladores antiapoptéticos, a indugéo da
angiogénese e a perda de adesao célula-célula e célula-matriz extracelular séo alguns
processos que devem ocorrer para aumentar a patogenicidade do cancer (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O cancer pode ter varias origens, os tipos derivados de células epiteliais séo
denominados carcinomas e sdo os mais comuns em humanos (ALBERTS et al,,
2010).

2.4 CANCER DE PELE

O cancer de pele pode ter varias células como origem, uma delas sdo os
melandcitos transformados, originando o melanoma (American Cancer Society, 2015).
No melanoma, alguns estimulos externos podem induzir a proliferagdo dos
melandcitos. Em individuos expostos a radiagao solar, por exemplo, os queratinécitos
aumentam a secregao de fatores que regulam a sobrevivéncia dos melandcitos. Isto
promove a diferenciacao, proliferacdo e o aumento da producédo de melanina. Assim,
os melandcitos tém um papel fundamental na protegao contra danos causados por
radiacao solar na epiderme e, consequentemente, prevenindo o surgimento do cancer
de pele (HEARING, 2011; Nacional Cancer Institute, 2016).

O cancer de pele pode ser do tipo melanoma ou do tipo ndo melanoma. O
ultimo decorre da transformacédo de outros tipos celulares da pele que nao o

melanécito (American Cancer Society, 2015).
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2.4.1 Cancer de pele ndo melanoma

O cancer de pele do tipo ndo melanoma é o mais comum, porém o menos letal.
Caracteriza-se pela proliferagao descontrolada de outras células da epiderme que nao
0 melandcito e tem como principais subtipos o carcinoma de células escamosas (SCC)
e o carcinoma de células basais (BCC) (MANCEBO; HU; WANG, 2014; Nacional
Cancer Institute, 2016).

O carcinoma de células basais (BCC) é o mais frequente, sendo responsavel
por 80% dos casos. Este tipo de cancer ocorre geralmente em locais menos expostos
ao sol como cabecga e pescog¢o, mas acomete também regides como nariz e labios.
Este tipo de cancer tem progressao baixa, porém caso néo seja tratado, as células
cancerosas podem invadir os tecidos adiposo, muscular e ésseo (D’ORAZIO et al.,
2013; PITTAYAPRUEK et al., 2016).

O carcinoma de células escamosas (SCC) é o segundo tipo cancer de pele
mais comum. E caracterizado pela proliferacdo desenfreada de queratinécitos. As
causas do surgimento podem ser intrinsecas (fatores genéticos, fototipo! da pele,
imunossupressao e infecgdo por papiloma virus) e extrinsecas (como exposi¢cao a
radiacdo UV e exposigao a substancias quimicas presentes no cigarro). Ao contrario
do carcinoma de células escamosas, o carcinoma de células basais tem uma
progressao relativamente alta, havendo maiores chances de ocorrer metastases
(D’ORAZIO et al., 2013; PITTAYAPRUEK et al., 2016).

2.4.2 Melanoma

O melanoma corresponde ao estagio final da carcinogénese melanocitica que
se origina da transformagao de melandcitos em células com capacidade proliferativa
e de invasdo aumentadas. Essas células transformadas, em sua maioria, ainda
produzem melanina, de modo que os tumores de melanoma sdo geralmente
castanhos ou negros. (American Cancer Society, 2015). A localizagdo do melanoma

pode variar levemente entre mulheres e homens. Nas mulheres, o melanoma

! Classificages da pele, de acordo com Fitzpatrick, que avalia a suscetibilidade da pele para os efeitos
danosos da radiagao solar.
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normalmente se desenvolve nas extremidades, mais comumente nos membros
inferiores, enquanto que nos homens, o melanoma é mais encontrado na area entre
os ombros e quadris. Em ambos os sexos, o melanoma é mais comum nas palmas
das maos ou solas dos pés e unhas (VOLKOVOVA et al., 2012; American Cancer
Society, 2015). Além disso, segundo a Sociedade Americana do Céncer, o0 melanoma
€ 20 vezes mais comum em brancos do que em afro-americanos (American Cancer
Society, 2015).

Os principais fatores que aumentam o risco do melanoma cutaneo sao:
caracteristicas individuais, como o historico familiar, numero de nevos tipicos e
atipicos (manchas marrons caracteristicas ou ndo do melanoma), cor da pele,
incapacidade de bronzeamento e lesdes de cancer de pele ndo melanoma; exposigao
a radiacao ultravioleta, podendo ser tanto a exposicdo ao Sol como camara de
bronzeamento etc; doencas imunossupressoras e; exposicdo a substancias
cancerigenas (American Cancer Society, 2015).

O aparecimento de casos de cancer do tipo melanoma vem aumentando
gradativamente no mundo todo, principalmente nos Estados Unidos (Nacional Cancer
Institute, 2016). O melanoma é mais susceptivel de se espalhar para os tecidos
préximos e outras partes do corpo. A alta taxa metastatica do melanoma torna-o muito
letal. Além disso, € um dos tipos de cancer com maior dificuldade de cura. Dessa
maneira, prevenir e tratar este tipo de cancer precocemente pode ajudar a prevenir a

morte por melanoma (Nacional Cancer Institute, 2016).

2.4.3 Tratamento

Quando o cancer de pele é diagnosticado em sua fase inicial, ocorre a retirada
cirurgica do tumor e geralmente o paciente é curado, porém em casos avangados,
menos de 5% dos pacientes sobrevivem mais de 5 anos (MILLER; MIHM, 2006;
GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).

Atualmente, os tratamentos para pessoas diagnosticadas com cancer de pele
do tipo melanoma € a quimioterapia e a radioterapia. Na quimioterapia, séo utilizados
medicamentos citotoxicos para células tumorais, em sua maioria, induzindo a morte
celular por apoptose (GRAY-SHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; NIJENHUIS,
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2013; WILKES; BARTON-BURKE, 2015). Porém, muitos pacientes ndo sdo bem
responsivos a estes tratamentos, o que torna a taxa de mortalidade alta (Nacional
Cancer Institute, 2016). Isto ocorre porque células tumorais podem desenvolver
resisténcia as drogas quimioterapicas. Um possivel motivo para esta resisténcia é o
aumento na sintese de proteinas transportadoras de membrana, denominadas
transportadores ABC, responsaveis por expulsar substancias toxicas do interior das
células. Estas proteinas sao naturalmente sintezadas em células normais, porém é
potencializada nas tumorais. Assim, este mecanismo é denominado de mecanismo
de multirresisténcia a drogas ou xenobidticos (MDR/MXR) (SCHINKEL; JONKER,
2003; (WILKES; BARTON-BURKE, 2015).

2.5 PROTETOR SOLAR

2.5.1 Historico

Durante a antiguidade, o padrédo de beleza incluia ter pele clara, pois pele
bronzeada era relacionada com trabalho bracgal. Porém, apdés a Primeira Guerra
Mundial, a palidez passou a ser associada as pessoas que apenas trabalhavam e que
nao tinham tempo para o lazer ao ar livre. A partir desta época, as pessoas
comecgaram a se bronzear cada vez mais (WOLF et al., 2001).

Atualmente, a populacdo esta mais consciente dos efeitos nocivos da
exposi¢ao acentuada a luz solar e, por isso, cresceu a necessidade das medidas
preventivas de fotoprotegcdo. Assim, percebe-se algumas alteragées comportamentais
da sociedade, com maior prevencao pelas mulheres, a fim de evitar a exposi¢cao ao
sol como o uso de vestimentas adequadas; e o aumento do uso de fotoprotetores
tépicos (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005; CHEN et al., 2016).

Fotoprotetores s&o produtos constituidos por moléculas de compostos
aromaticos conjugados com um grupo carbonila. Essas moléculas sao capazes de
absorver ou refletir comprimentos de onda na faixa do UV (MAIO et al., 2011).

Em 1928, surgiu o primeiro filtro solar comercialmente disponivel nos Estados

Unidos da América. Contudo, sua popularizagao ocorreu apenas na década de 70
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com filtros quimicos e na década de 90 com filtros fisicos (ROELANDTS et al., 2007,
URBACH et al., 1976).

2.5.2 Caracteristicas do Protetor Solar

Segundo a definicdo classica de Pathak, o protetor solar € um produto
destinado a bloquear a luz solar e proteger células viaveis da pele contra efeitos
potencialmente danosos da radiacao ultravioleta, como a queimadura solar e o cancer
de pele (PATHAK; LOWE; SHAATH, 1997). Para que a fotoprote¢ao ocorra, o protetor
deve ser composto por filtros UV com capacidade de interagir com a radiagao
incidente entre 290 e 400 nm (SCHALKA; REIS, 2011). Estes filtros podem ser
divididos em filtros inorganicos (fisicos), que refletem a luz UV, ou orgéanicos
(quimicos), que absorvem a luz UV e que podem transforma-la em radiagbes
energéticas inofensivas ao organismo humano (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005;
MANCEBO; HU; WANG, 2014). Estes produtos podem ser encontrados na forma de
logbes hidroalcodlicas, 6leos, géis oleosos, aerossois, entre outras (BALOGH et al.,
2011; SOHN et al., 2015).

Além de bloquear a radiagao ultravioleta, um fotoprotetor deve ainda 1) ser
estavel na pele humana, ao calor e sob a luz do Sol; 2) resistente a agua (mantido na
pele apds 40 min de imers&o, na agua, da area do corpo recoberta pelo protetor); 3)
inodoro e incolor; e 4) compativel com formulagdes cosméticas, ndo podendo ser
irritante, sensibilizante ou toxico (FLOR; DAVOLOS, 2007; NOHYNEK; SCHAEFER,
2001; SAMBANDAN; RATNER, 2011).

Para que haja uma protecdo completa da pele, o FDA (Food and Drug
Administration) Americano recomenda que seja aplicado 2 mg/cm? de protetor
(STENBERG; LARKO, 1985). Porém, a quantidade média aplicada pelas pessoas é
em torno de 0,5 mg/cm? e os protetores sdo aplicados de forma incorreta no que se
refere a frequéncia do uso, escolha do produto adequado a cada tipo de pele, forma
de aplicagao, entre outros fatores (CRUZ et al., 2007; BECHTHOMSEN; WULF, 1992;
AUTIER et al., 2001; SAMBANDAN; RATNER, 2011).
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2.5.3 Filtros Fisicos

Os filtros fisicos ZnO e TiO2 sao 6xidos cuja caracteristica € refletir luz no
espectro do UV em virtude de seus altos indices de refragdo. Por isso, no inicio da
década de 90, ZnO e TiO2 passaram a ser incorporados aos protetores solares e,
atualmente, sdo os mais utilizados para a protegédo da luz solar (WOLF et al., 2001;
MCSWEENEY, 2016). Esses filtros sdo geralmente mais seguros do que o0s
organicos, sendo comumente considerados atoxicos e indicados para pacientes com
hipersensibilidade. Em particular, ZnO e TiO2 estdo na lista de ingredientes ativos
seguros para uso em protetores solares, sendo inclusive, os filtros solares
recomendados para uso infantii (PALM; O’'DONOGHUE, 2007; QUATRANO;
DINULOS, 2013). Sendo assim, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
listou os filtros inorganicos permitidos no Brasil, bem como suas porcentagens
maximas permitidas (tabela 1; BRASIL, 2002; BRASIL, 2006).

Tabela 1 — Filtros inorganicos permitidos pela ANVISA e suas concentragdes

Substancias % maxima permitida
Oxido de Zinco 5-25%

Dioxido de Titanio 5-25%

Subcarbonato de bismuto 5-10%

Subgalato de bismuto 5-10%

Subsalicisilato de bismuto 5-10%

Estearato de magnésio 10-20%

Talco 10-20%

Fonte: BRASIL, 2006

Um ponto negativo da utilizacdo dos filtros ZnO e TiO2 é a tendéncia destas
particulas deixarem a superficie da pele esbranquicada, o que ndao é muito aceito
pelos consumidores. Porém, nos ultimos anos, empresas buscaram diminuir o
tamanho das particulas, da escala micromométrica para nanométrica, sem alterar sua
eficacia e protecao. Desta forma, estas particulas foram reduzidas a nanoparticulas

(NPs) com tamanhos na faixa de 70 a 200 nm, uma vez que o seu tamanho reduzido
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origina preparagdes mais transparentes, o que € esteticamente mais aceito pelos
consumidores (FLOR; DAVOLOS, 2007; BAILLO; LIMA, 2012; MCSWEENEY,2016).

Contudo, as mesmas propriedades que tornam estas NPs atrativas, como o
pequeno tamanho e a elevada area de superficie, podem ser também responsaveis
por efeitos nocivos no organismo (SANTOS, 2012). Pesquisadores ja mostraram que
estes compostos na escala nanométrica podem atravessar a primeira camada da
epiderme e chegar a locais que sao inacessiveis para particulas de maior tamanho
(COELHO et al., 2016). Um estudo que comparou ZnO com ZnO-NPs demonstrou
que o oxido na escala nanométrica é mais téxico do que ZnO (ROY et al., 2011). Além
disso, outra caracteristica preocupante dessas NPs é sua fotoativagéo, permitindo que
promovam a produgdo de espécies reativas de oxigénio e causem danos ao
organismo. Em virtude disto, as formas de nanoparticulas de ZnO e TiO2 presentes
nos protetores solares sao geralmente encapsuladas, o que promove outros
beneficios além de impedir a fotoativagdo, como: aumento da estabilidade; libertacao
controlada; direcionamento para locais especificos; promog¢ao da penetracao cutanea
(SANTOS, 2012).

2.6 OXIDO DE ZINCO E DIOXIDO DE TITANIO

O titanio esta entre os dez elementos mais comuns da crosta terrestre.
Contudo, sua alta afinidade pelo oxigénio e outros elementos ndo permite que seja
encontrado na forma pura. Em sua forma nanométrica, o TiO2 mantém suas
propriedades de espalhamento e reflexao de raios UV; por isso é largamente utilizado
em protetores solares. As TiO2-NPs podem existir em trés formas cristalinas: rutilo,
anatasio e brookita. Mas, apenas as formas rutilo e anatasio sao utilizadas na forma
comercial (IAVICOLI; LESO; BERGAMASCHI, 2012). A forma rutilo € a que apresenta
maior eficacia na protecdo contra os raios UV, uma vez que é a mais estavel
termodinamicamente (SHI et al., 2013). Além disso, pesquisas mostram que a forma
anatasio é mais toxica do que a rutilo (XUE et al., 2010). Contudo, geralmente nao ha
especificacoes de qual forma esta sendo utilizada e a maioria das NPs possuem a
mistura da forma anatasio e rutilo (IAVICOLI; LESO; BERGAMASCHI, 2012; SHI et
al., 2013).
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O o6xido de zinco € um o6xido metalico amplamente utilizado na industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética. ZnO possui uma coloracao branca, altamente
opaca e com grande poder de reflexdo da luz, o que justifica sua aplicagdo como em
protetores solares (LU et al., 2015). ZnO pode ser encontrado como nanoestruturas
em diferentes morfologias como nanobastdes nanofios, nanotubos, nanoesferas (LU
et al., 2015).

2.6 Efeitos das Nanoparticulas de ZnO e TiO2

Apesar das ZnO-NPs e TiO2-NPs estarem na lista de filtros permitidos pela
ANVISA, ainda ha poucos estudos que relacionam os efeitos dessas NPs nos
organismos vivos. Ja é evidente que as nanoparticulas dos filtros inorganicos
apresentam propriedades quimicas, mecanicas, elétricas e opticas diferentes das dos
seus homodlogos maiores (BURNETT; WANG, 2011). Dessa forma, a grande
preocupacdo € a possivel penetracdo destas nanoparticulas na pele e, por
conseguinte, a seu transporte pela circulagado sanguinea para varios 6rgaos. Uma vez
no interior do organismo, as NPs podem interagir com varios tipos celulares, pois
células nao fagocitarias também tém a propensao de internalizar particulas, e interferir
na homeostase celular. Além disso, essas alteragdes celulares significativas podem
ativar vias que irdo promover o surgimento do cancer (ARAUJO; LIMA, 2007; LU et
al., 2015).

Essas NPs ja foram descritas como agentes indutores de danos no DNA em
células epiteliais A431, células de hepatocarcinoma (HepG2) e em macréfagos; além
de diminuirem a viabilidade e aumentarem o estresse oxidativo nestas células
(SHARMA et al., 2009; SHARMA; ANDERSON; DHAWAN, 2012; SHUKLA et al.,
2011; PATIl et al., 2016). Em células de melanoma A375, as ZnO-NPs provocaram um
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio, deplecédo de glutationa e uma
consequente indugéo de apoptose via caspase-3. Desta forma, estudos sugerem que
estas NPs podem ser citotdxicas e genotdxicas para diversos tipos celulares (ALARIFI
et al., 2013). Em fibroblastos de rato (L929) e células de carcinoma de colon humano,
ZnO-NPs também foram apontadas como indutoras de um aumento nos niveis de

especies reativas de oxigénio e reducdo da viabilidade (liberagdo da lactato
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desidrogenase do citosol por rompimento da membrana plasmatica) (JIN et al., 2008;
BERARDIS et al., 2010).

Além disso, estudos também apontam a luz UV como causadora de danos no
DNA de varios tipos celulares como célula de figado epitelial humano (HEK293),
células embrionarias de fibroblasto (NIH/3T3) e queratindcitos imortalizados. Ainda,
essas células, na exposicao simultanea das ZnO-NPs e TiO2-NPs e luz UV, tiveram
esses danos aumentados (DEMIR et al., 2014; TYAGI et al., 2016).
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3 PROBLEMA

A exposigao de pessoas com melanoma as NPs presentes no protetor solar é

capaz de afetar caracteristicas das células associadas ao prognostico do cancer.

4 HIPOTESE

A exposigao de células tumorais as nanoparticulas de 6xido de zinco e diéxido

de titanio, e exposicao simultanea a luz UV, afeta sua malignidade ao torna-las mais

resistentes, podendo influenciar a progressédo da doenga.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se as nanoparticulas presentes em protetores solares, com e sem

exposicao UV, afetam caracteristicas de células de melanoma murino B16F1 in vitro

associadas a malignidade destas células.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS E METAS

. Expor células de melanoma murino B16F1 a ZnO-NP e TiO2-NP, e associagao

de ambas nanoparticulas para verificar:

. Viabilidade celular através do ensaio de Vermelho Neutro;

. Proliferagao celular por meio do ensaio de Cristal Violeta;

. Atividade de transportadores ABC envolvidos com o mecanismo de resisténcia
a multidrogas (MDR);

. Producao de espécies reativas de oxigénio;

. A capacidade de interferéncia das NPs no ciclo celular;

. Migracéo e proliferagéo celular através do ensaio de scratch;

. Interferéncia da luz UV nos ensaios supramencionados.
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6 JUSTIFICATIVA

Segundo o Instituto Nacional do Céncer, o cancer € a maior causa de
morbidade e mortalidade na Terra, representando cerca 14 milhdes de novos casos e
8 milhées de mortes notificados em 2012 (INCA, 2015). Historicamente, a partir de
1960, doencas infecciosas e parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte
e deram lugar a doengas do aparelho circulatério e neoplasias. Caso a ocorréncia do
cancer continue a aumentar, estima-se que no ano de 2030, podem-se esperar 27
milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de
pessoas, anualmente, com cancer (INCA, 2015).

O aumento da incidéncia do cancer resulta de trés fatores principais: o aumento
da expectativa de vida, a melhoria dos métodos diagndsticos e o aumento da
exposicao a agentes etiolégicos (LAGES et al., 2012). Um dos agentes etioldgicos que
mais aumenta a incidéncia do cancer de pele € a exposigao solar. Assim, atualmente,
ha varias campanhas de prevengao e maior conhecimento e responsabilidade das
pessoas para utilizarem protetores solares por isso, ha o aumento da utilizagdo dos
protetores solares e a exposi¢cao as substancias que os compdem. Dentre essas
substancias, as ZnO-NPs e TiO2-NPs sdo as mais presentes nos protetores atuais.
Contudo, a influéncia das NPs presentes no protetor solar sob a fisiologia de células
tumorais e a eficiéncia do tratamento em individuos ja acometidos pelo melanoma nao

tém sido investigadas.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 DESENHO EXPERIMENTAL

7.1.1 Modelo de Estudo

Células de linhagem de melanoma murino B16F1 foram selecionadas para o
presente estudo, em virtude desta linhagem ja ser bem estabelecida e ter a
possibilidade de complementagdo dos dados através de estudos in vivo (PETER et
al., 2001; OVERWIJK; RESTIFO, 2001). Essa linhagem foi isolada do camundongo
Mus Musculus (C57BL/6J), sendo a B16F1 menos metastatica e a B16F10 mais
metastatica e também com maior taxa de proliferagéo (FIDLER, 1973; DANCIU et al.,
2013). Para este trabalho, a linhagem menos metastatica, B16F1, foi selecionada
porque € possivel observar efeitos de maior malignidade causados pelas NPs, o que
seria mais dificil em células que estao no limite da agressividade tumoral.

A linhagem B16F1 possui algumas caracteristicas especificas (FIGURA 4),
como a morfologia tipica estelar e a grande produgdo de melanina (ATCC, 2015;
BCRJ, 2015).

FIGURA 4. Células B16F1 e pellet de células mostrando que as células estdo produzindo melanina.
Fonte: A autora
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7.1.2 Cultivo das células

As células foram cultivadas, seguindo os métodos de cultivo celular
estabelecidos pela ATCC e Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), em garrafas
com meio DMEM (Dulbecco's Minimum Essential Medium) (Cultilab), pH 7,4; 4500
mg.l"" de glicose; 1500 mg.I! de bicarbonato de sédio), 4 mM de L-glutamina, 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab), 40 ug.ml"' de gentamicina, e mantidas em estufa
a 37°C e 5% de CO2 até a confluéncia de 70% (ATCC, 2015; BCRJ, 2015).

A fim de tentar padronizar o numero de passagens das células utilizadas nos
experimentos, as células foram expandidas e estocadas. Para isso, culturas com
confluéncia entre 70% foram congeladas em meio de congelamento contendo 40%
SFB, 50% de meio DMEM e 10% de DMSO. A densidade das células criopreservadas

foi de 1x10° células por ml, que foram armazenados em nitrogénio liquido.

7.2 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

As ZnO-NPs (SIGMA-ALDRICH) e TiO2-NPs (PARSOL® TX) foram
caracterizadas em parceria com o professor pesquisador Arandi G. Bezzerra Jr.
(Universidade Tecnoldgica Federal do Parana).

A espectroscopia UV-Vis pode ser utilizada para caracterizar materiais de
maneira qualitativa, identificando componentes presentes na amostra, e de maneira
quantitativa, informando as quantidades dos componentes presentes. Isto ocorre em
virtude da interacdo da luz com a amostra dentro da faixa do espectro que vai de 200
nm a 1025 nm. Inicialmente, € medido o espectro da luz transmitida pelo solvente, no
qual as particulas foram produzidas, contido em uma cubeta de quartzo para que seja
utilizado como referéncia. Apos isto, € medido o espectro da luz transmitida através
do coloide em estudo. Entdo, a quantidade de luz absorvida é dada em densidade
optica ou absorbancia.

A técnica do Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)
€ utilizada para mostrar o tamanho das particulas suspensas em meio liquido. Estas
medidas sdo necessarias para a determinacdo da estabilidade de emulsdes e a

caracterizagao de nanoparticulas.
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As ZnO-NPs sao transparentes nessas concentragdes utilizadas enquanto
asTiO2-NPs sao leitosas e uma leve coloragao azul.

A absorbancia das suspensdes ZnO-NP, TiO2-NP e suas misturas foi medida
através do método UV-Vis. A ZnO-NP apresentou faixa de absor¢do entre 200 nm e
400 nm (regiao UV), com um pico em torno de 250 nm. A TiO2-NP também apresentou
absorcao entre 200 nm e 400 nm, contudo apresentou maior absorcao entre 300 nm

e 400 nm, na regido UVA (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Espectro de absorgao UV/Vis da amostra de ZnO-NP (A), TiO2-NP (B) e ZnO-NP + TiO2-
NP (1:1) (C) em agua. Eixo “y” representa o niumero de particulas, e eixo “x” 0 comprimento de onda.

Além da analise por UV-vis, as amostras também foram submetidas ao
aparelho DLS para medi¢cao do tamanho médio das NP. As suspensdes de ZnO-NP
apresentaram a média de tamanho de aproximadamente 50 nm e as amostras de
TiO2-NP de 130 nm (FIGURA 7).
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FIGURA 7. DLS de uma amostra de ZnO-NP e TiO2-NP. ZnO-NP com faixas de tamanhos com maior
frequéncia entre 25 e 75 nm e TiO2-NP entre 100 e 200 nm.

A caracterizagao realizada mostra que as NPs absorvem luz na regido UV,
como era o esperado, visto que estas NPs sao utilizadas para a protegao contra esta
faixa de radiagcdo. Além disso, conforme verificado na figura 6, quanto maior a
concentracdo das NPs, maior a absorcédo da luz e assim, maior a protecdo da pele.
As TiO2-NPs possuem uma faixa de absor¢éo da luz maior do que as ZnO-NPs, o que
indica que as TiO2-NPs sdo mais eficientes na protecdo contra UV, como foi
constatado por Tyagi et al. (2016) em um estudo que comparou a eficiéncia de ambas
NPs.

O tamanho é uma das caracteristicas mais importantes das NPs (HOU et al.,
2013; FELTIS et al., 2015). Ha estudos que relatam que a toxicidade aumenta com a
diminuicdo de seu tamanho (FELTIS et al., 2015). Para as ZnO-NPs e TiO2-NP, ha
uma tendéncia de utiliza-las com tamanhos cada vez menores para que nao haja o
efeito “esbranquigcado” indesejado pelos consumidores. Por isso, averiguar o tamanho
destas NPs é de extrema importancia para este trabalho. Assim, é utilizado, tanto em
trabalhos da literatura como nos protetores solares, NPs com média de 20 a 200 nm
(JIN et al., 2008; SHARMA et al., 2009; NAGELREITERA; VALENTA, 2013; AKHTAR
et al., 2015; FELTIS et al., 2015; LU et al., 2015). Neste trabalho, como pode ser
visualizado pela figura 7, foi utilizado, em sua maioria, tamanhos entre 25 e 75 nm
para as ZnO-NPs e 100 e 200 nm para as TiO2-NPs. Logo, os parametros aqui

apresentados estdo de acordo com os utilizados na pratica.
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Quanto a aglomeracéao das NPs, n&o se pode afirmar que ndo ha aglomerados,
mas podemos inferir que ndo ha agregados, uma vez que nao houve discrepancia na
média de tamanhos das NPs. Porém, para confirmar esta suposi¢cdo, seriam
necessarios mais experimentos.

Esses parametros analisados das NPs s&o essenciais para avaliar o potencial
citotoxico das NPs, possibilitar que os experimentos apresentados sejam

reprodutiveis.

7.3 SCREENING DAS CONCENTRACOES DE NPs

As concentragdes-teste foram selecionadas considerando a concentracao
maxima de nanoparticulas permitida pela ANVISA (25%) e concentragao de protetor
solar indicada pelo FDA para uma protegédo eficiente (2 mg/cm?), bem como a
concentragéo de fato utilizada pelos consumidores (0,5 mg/cm?)?. Assim, as seguintes
concentragcdes foram selecionadas para a realizagao de um screening de viabilidade,
utilizando o método do vermelho neutro, através do ensaio do vermelho neutro: 0
(controle), 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ug NP/ml.

Com base nos resultados do screening, foram selecionadas 5 concentragdes
diferentes de ZnO-NP e TiO2-NPe 3 concentragcdes com a interacdo dessas NPs, uma
vez que estdo geralmente associadas nos protetores solares: 1, 5, 10, 30, 50 de ZnO-
NPs; 1, 5, 10, 30, 50 de TiO2-NPs; e 1, 5, 10 de ZnO-NPs + TiO2-NPs ug NP/ml.

Ao todo sédo 13 grupos expostos as NPs e 1 controle.

2 Concentragdo maxima de NPs permitida pela ANVISA: 25% x 2 mg/cm? = 500 pg/cm?2. Como
cada poco de microplaca de 96 pocos (utilizada nos ensaios) possui area de 0,3 cm?, para se manter a
relacdo de 500 pg/cm?, a quantidade de NPs a ser adicionada por poco deveria ser de 150 ug num
volume total de 200 pul (volume de meio de cultura adicionado a cada pogo). Assim, uma suspensao de
nanoparticulas a 750 pg/ml provera 500 ug de NPs por cm?, se 200 pl de volume desta suspensao
fosse adicionado a cada pogo de uma microplaca de 96 pogos.
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FIGURA 5. Figura representativa da disposi¢do das concentracdes utilizadas na placa de 96 pocos.
Fonte: A autora

Para o screening, tanto da ZnO-NP quanto da TiO2-NP, foram selecionadas 12
concentracdes, de acordo com os calculos apresentados no desenho experimental,
de maneira que iniciasse em uma concentragdo bem baixa (1 ug.ml') e chegasse
préximo a concentragéo presente nos protetores solares (1000 pug.ml-).

Para as ZnO-NPs, as concentracgdes entre 50 e 400 pug.ml-' causaram redugéo
da viabilidade de 40 a 50% (FIGURA 8). Um resultado semelhante foi encontrado na
exposicao dessas NPs em queratindcitos, em que houve reducdo de 45% da
viabilidade das células na concentragéo 40 ug.ml' (TYAGI et al., 2016).

As concentragbes acima de 600 yg.ml' apresentaram um leve aumento da
retencdo do vermelho neutro em relagdo as concentragdes entre 50 e 400 ug.ml-', o
que pode ser uma possivel interferéncia das NPs neste ensaio. Nestas concentragcbes
muito altas, foi observado que as NPs utilizadas neste trabalho precipitam e agregam-

se. Isto poderia ocasionar o0 aumento da absorbancia observado.
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FIGURA 8. Screening das concentragbes de ZnO-NP apds 24h de exposig¢ao. **p<0,01; *** p<0,001

Para as TiO2-NPs, as concentragdes a partir de 100 ug.ml' provocaram
reducéo da viabilidade celular de 60 a 70% (FIGURA 9). Em células de fibroblastos
pulmonares, as TiO2-NPs também ndo reduziram a viabilidade em 50 pg.ml'.
Contudo, ao contréario do ocorrido nas B16F1, ndo houve efeito algum em 100 ug.ml-"’
para a exposi¢cdo em 24 h. Houve redugéao significativa da viabilidade apenas em 48
h de exposi¢ao (PERIASAMY et al., 2014). Isto poderia sugerir um estudo futuro em
células B16F1 com exposi¢ao de 48 h as TiO2-NPs.
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FIGURA 9. Screening das concentragbées de TiO2-NP apds 24h de exposigéo. *** p<0,001.
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AplOs a realizagdo do screening, estabelecemos um limite maximo de
concentragao para este trabalho em virtude do comportamento das NPs em altas
concentragdes. Para utilizar a concentragdo maxima de 50 yg.ml-' foi necessario fazer
a solugdo-estoque com 1000 ug.ml-' (20x concentrada) e percebemos que nesta
concentracdo, as suspensdes estavam no limite da saturacdo. Além disso, foi
realizado um levantamento bibliografico das concentragdes em diversos estudos com
essas NPs, em sua maioria, as concentragdes mais utilizadas foi entre 1 e 200 pg.ml-
T(WANG et al., 2013; DEMIR et al., 2014; PERIASAMY et al., 2014; AKHTAR et al.,
2015; ROY et al., 2015; ANNANGI et al., 2016; AUDE-GARCIA et al., 2016; TYAGI et
al., 2016).

Dessa maneira, as concentragbes de 1, 5, 10, 30 e 50 pg.ml-! foram
selecionadas para os ensaios subsequentes, levando-se em consideragao os
resultados do screening, as concentragbes presentes nos protetores, o
comportamento das NPs em suspensdes e as concentragcdes utilizadas em outros
trabalhos. Apesar de nao ter ocorrido reducéo significativa na concentracéo mais alta
de TiO2-NP, outros parametros celulares podem ser influenciados nessas
concentracdes escolhidas.

Além destas concentracdes selecionadas das NPs em suas formas individuais,
foram incluidas no estudo as trés menores concentragdes selecionadas (1, 5 e 10
pg.ml') para misturas (1:1) das ZnO-NPs e TiO2-NPs. O efeito das associagbes é
importante, uma vez que estas NPs estdo juntas nas formulagbes da maioria dos

protetores solares.

7.4 LAMPADA UV

Considerando que os protetores sao aplicados sobre a pele e esta é exposta a
luz solar, € importante testar a influéncia da luz UV sobre o efeito das NPs. Para isso,
escolhemos uma lampada que emitisse radiagdo semelhante a algumas faixas da luz
solar para verificar se havia efeitos das NPs nas células B16F1 apds serem expostas
aluz UV.

A lampada utilizada neste trabalho foi a LIFE-GLO 15W de amplo espectro.

Para confirmar seu espectro foi utilizada também a espectroscopia UV-Vis.
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Com base nos dados da literatura, foram pré-selecionadas as fluéncias? entre
30 mJ/cm? e 50 mJ/cm? para a exposigdo da luz UV logo apds adicionar as NPs aos
pogcos (KRUEGER et al., 1995; STADLER et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2013;
OLIVER et al., 2016). Dessa maneira, a fim de padronizar a emissao de energia da
ldmpada para as microplacas, foi medida a poténcia da lampada com o aparelho
ujoule meter, o qual € utilizado para medir pequenos pulsos de energia.

Para todos os experimentos com a lampada UV foi utilizado um controle sem a

exposicao da luz UV concomitantemente a exposi¢cao das células a lampada.

7.4.1 Ensaios com a Lampada UV

Para que houvesse mimetizacado da luz solar nos experimentos subsequentes,
foi imprescindivel medir o espectro da lampada UV, para que pudéssemos verificar o
quao proximo ela era da luz do Sol. Este espectro foi medido pelo método UV-Vis.
Como o esperado, a lampada LIFE-GLO 15W é semelhante ao espectro da luz solar,
nos comprimentos de onda da luz UV desejada (290-400 nm) (FIGURA 10). Os picos
presentes na FIGURA 10 aproximadamente nos comprimentos de onda 310 nm e 370
nm, sao provavelmente devido ao mercurio presente nas lampadas (RAPOSO et al.,
2003). A diferenga de intensidade entre o espectro da luz do Sol e o da lampada nao
foi relevante, pois a fluéncia incidida na placa foi padronizada. Dessa forma, é possivel
verificar a interferéncia da luz UV em mecanismos celulares das B16F1 em exposi¢cao

simultanea as ZnO-NPs e TiO2-NPs.

3 Fluéncia: muito utilizada para descrever a taxa de energia que esta incidindo em tecidos
biolégicos. Leva em consideracéo a irradiéncia (poténcia pela area) e o tempo de exposic¢ao.
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FIGURA 10. A: Espectro da luz solar. B: Espectro da lampada UV LIFE-GLO 15W. Fonte: Adaptada de
BERLIM et al., 2014.

Primeiramente, a poténcia da lampada foi medida com o aparelho pjoule meter
o qual foi posicionado logo abaixo da lampada, na mesma distancia (5 cm) onde
estaria a placa de cultura (FIGURA 11). Foram disparados 50 tiros em diferentes
tempos para que pudesse ser feita a média da poténcia da luz em J/s. A média

calculada foi 3,8 x 10 J/s. Com base nessa média, foi possivel calcular* o tempo de

4 Formula utilizada: F (30 mJ/cm?2) = P (3,8 x 106 J/s) /area (0,3 cm?) x tempo. Com isso, chegamos
no tempo aproximado de 40 min para 30 mJ/cm? e 60 min para 45 mJ/cm?2.



37

exposigao das células a luz UV, sempre tendo como padrao a distancia entre a placa

e a luz.
Lampada

|'|:|
i

Placa de cultura

Caixa

FIGURA 11. Exposicdo das células a luz UV. Fonte: a autora.

Diante dos calculos realizados, foram selecionadas as fluéncias 30 e 45
mJd/cm?, pois estabelecemos o maximo de 60 min para a exposicao das células a
lampada UV visto que, para a exposicao as células ficaram fora da incubadora. Dessa
forma, para as fluéncias serem testadas, foi realizado o ensaio do vermelho neutro
com normalizagao pelas células n&o expostas a luz UV. Para todos os ensaios com a
exposigcao UV foi realizado um controle sem exposicdo UV, concomitantemente, para
a normalizagao posterior.

Uma vez decido a fluéncia, todos os ensaios realizados sem a exposi¢cédo UV
foram repetidos expondo as células a luz UV logo apds adicionar as NPs nos pogos.
Assim, poderemos verificar se quando expostas a luz UV juntamente com as NPs,
ocorre alteragao nas respostas celulares das células B16F1 quando comparadas com

células sem exposicédo UV.

7.4.2 Comparacao das fluéncias

Foi realizado um ensaio piloto para comparar as fluéncias pré-selecionadas (30
e 45 mJ/cm?). O objetivo foi verificar se haveria diferenga em alguma concentragéo
quando comparada com o controle e se essas fluéncias ndo seriam muito letais para
as células (FIGURA 12 e 13). Ambas fluéncias geraram efeitos em alguns dos grupos

expostos.Optamos pela fluéncia de 45 mJ/cm?, expondo as células a 60 min a luz UV.
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FIGURA 12. Vermelho neutro com exposigao de 40 min. a luz UV apds 24h de exposi¢cao em diferentes
concentracdes de TiO2-NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP.
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FIGURA 13. Vermelho neutro com exposi¢ao de 60 min. a luz UV apds 24h de exposi¢cao em
diferentes concentragdes de TiO2-NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP.

Para a confirmacgéo dos efeitos da fluéncia 45 mJ/cm?, o grafico foi normalizado

com relagéo ao controle sem exposi¢cao UV (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Exposi¢ao com 60 min a luz UV. Grafico normalizado com o controle sem a exposigéo UV
(100%). Asterisco (*) indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. *p<0,05; *** p<0,001

Dessa maneira, o grafico normalizado (FIGURA 14) mostrou que a fluéncia
selecionada (45 mJ/cm?) ndo foi letal para as células e, por isso, optamos por expor
as células por mais tempo na UV (60 min). Contudo, a exposi¢ao das células a fluéncia
de 30 mJ/cm? ndo seria completamente descartada, podendo ser interessante para

futuros ensaios.

7.5 PARAMETROS CELULARES

Para os ensaios do vermelho neutro, cristal violeta, MXR e espécies reativas
de oxigénio, apos expansao, as células foram plaqueadas em microplacas de 96
pocos, com uma média de 10.000 células por poco, em 200 ul de meio. Para o scratch,
15.000 células foram plaqueadas por pocgo, também 200 ul de meio em microplacas
de 96 pocos; e para o ciclo, utilizou-se placas de 24 pogos com uma média de 1,25 x
10° por pogo, em 1 ml de meio. Para a contagem das células, foi necessario utilizar
uma solugéo enzimatica de tripsina a 0,25% e EDTA a 0,02% em PBS para dissocia-
las da superficie da garrafa de cultivo. Em seguida, foi acrescido meio de cultura
suplementado com soro fetal bovino para a inativacao da tripsina. Apos isto, a solugao
com as células foi centrifugada e ressuspendida para a contagem na camara de

Neubauer em um microscépio de luz invertido.
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Apods 24 h do plaqueamento, as células foram expostas as NPs pelo periodo
de 24 h. Para a exposicao, as concentragdes-estoques das NPs (20X concentradas)

foram diluidas no momento da exposicao.

7.5.1 Internalizagdo do Vermelho Neutro

Para avaliar o potencial citotoxico das NPs, é necessario verificar se apos 24 h
de exposicao as NPs as células continuam viaveis. Dessa forma, foi utilizado o ensaio
colorimétrico do vermelho neutro.

O ensaio do vermelho neutro baseia-se na capacidade dos endossomos e
lisossomos das células viaveis reterem o corante apoés internalizagdo. O vermelho
neutro € um corante catidnico fraco que penetra rapidamente nas células através das
membranas celulares por difusdo e € aprisionado intracelularmente nos lisossomos,
devido ao seu conteudo mais acido. Mudancgas na superficie celular ou na membrana
lisossébmica, causadas por contaminantes quimicos, por exemplo, resultam na
diminuicdo da retengdo do corante. Dessa maneira, é possivel verificar a viabilidade
das células, uma vez que a quantidade de corante internalizado é diretamente
proporcional ao numero de células viaveis (SVENDSEN et al., 2004).

Apods o tempo de exposicdo as NPs, o meio de cultura foi substituido por outro
contendo 50 ug.ml ' de vermelho neutro e incubado por 2 h. Apds incubagéo, as
placas foram lavadas trés vezes com solugéo de formol (0,5%) e de cloreto de calcio
em agua (0,1%) para remogao do corante nao incorporado e fixagao das células. Para
extragdo do corante, 300 uyl de uma solugdo contendo acido acético (1%) e etanol
(50%) foi utilizada. Apds 15 min de repouso, o conteudo dos pogos foi homogeneizado
para ressuspensao do corante. Apds 5 min de repouso para a precipitagao dos restos
celulares, 200 pl do sobrenadante da solucao foi transferida a uma microplaca para
leitura no espectrofotdmetro a 540 nm (BORENFREUND; PUERNER,1985; SHUKLA
etal., 2011).
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7.5.2 Proliferacao Celular

O ensaio do cristal de violeta foi empregado para avaliar a capacidade das NPs
de inibir ou aumentar a proliferacdo das células B16F1. O cristal violeta (cloreto de
pararosanilina) € um corante basico capaz de corar o nucleo das células em cultura,
de forma que a taxa de crescimento celular é refletida pela determinagao colorimétrica
das células coradas. Para isso, as células foram incubadas por 24 h na presenca de
NPs em meio de cultura contendo 2% de SFB, visto que o SFB contém grande
quantidade de mitdgenos, o que pode mascarar um efeito pré-proliferativo das NPs.
Apds exposicao, as células foram lavadas com 100 ul de PBS, fixadas em 50 ul de
parafolmaldeido 4% por 30 min em gelo e coradas por meio da adigdo de 100 pl de
solugéo cristal violeta (0,25 mg.ml"" em H20) por 10 min em temperatura ambiente.
Apos a incubacgao, os pogos foram lavados com 150 pl de dH20 e adicionados 100 pl
de acido acético 33% em cada pocgo para extracdo do corante durante 30 min, sob
agitacado. Apds isso, foi realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda
de 570 nm (VEGA-AVILA, E.; PUGSLEY, 2011).

7.5.3 Atividade De Transportadores do Efluxo de Drogas

Muitas células cancerosas apresentam resisténcia a alguns quimioterapicos.
Isto ocorre porque estas células sao capazes de expressar grande quantidade de
transportadores que podem expulsar ativamente certas drogas, evitando seu acumulo
intracelular (SCHINKEL; JONKER, 2003). As proteinas transportadoras do sistema
MDR pertencem a superfamilia ABC, sendo dependentes de ATP e devido a isso,
muitas células tumorais sao frequentemente associadas com um consumo muito alto
de ATP. Existem varias subfamilias ABC, contudo a subfamilia BCR vem sendo
bastante caracterizada como a principal relacionada com a resisténcia a
quimioterapicos (LESLIE et al., 2005). Dessa maneira, a expulsdo de substancias do
interior da célula tumoral é responsavel pela resisténcia a quimioterapia. Este
fendbmeno é conhecido como fendtipo de resisténcia a multidrogas ou MDR.
Para verificar a atividade dos transportadores MDR, o meio de cultura das células

expostas as NPs foi removido e adicionados 200 ul de PBS contendo 1 yM de
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rodamina B. Ap6s 30 min de incubacao, os pogos foram lavados duas vezes com PBS
e adicionados 250 pl de PBS para leitura em um espectrofluorimetro, utilizando o
comprimento de onda de excitacdo de 540 nm e o comprimento de onda de emissao
de 580 nm (LIEBEL et al., 2015).

7.5.4 Producgao de Espécies Reativas de Oxigénio

Uma vez no interior da célula, as NPs podem gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) e provocar estresse oxidativo. Esta condigdo gera um desequilibrio
redox no qual a defesa antioxidante da célula ndo é capaz de conter estas espécies
pré-oxidantes, causando alteragdes em vias de sinalizagdo celular ou disfungao
celular (PASCHOALINO et al., 2010). No caso especifico das células B16, ha indicios
de que as EROs podem influenciar na produ¢cdo de melanina dessas células (LIU et
al., 2012).

Para verificar a producdo de EROs a sonda diclorofluresceina diacetato
(H2DCFDA) foi utilizada. Ap6s o tempo de exposicao, o meio de cultura foi descartado
e 200 pl de meio DMEM com H2DCFDA a 10 uM foram adicionados. As células foram
incubadas por 15 min a 37 °C e lavadas uma vez com PBS. Apés isso, 200 ul de PBS
foram adicionados e a placa seguiu para medigdo da fluorescéncia em leitor de
microplaca a 488 nm (excitacdo) e 530 nm (emissao) (SHUKLA et al., 2011).

7.5.5 Ensaio do SCRATCH

A capacidade de migracao das células neoplasicas pode aumentar em relagao
as células normais. Para isso, este parametro também foi avaliado nas células B16
pelo ensaio scratch, que consiste na geragdo de um espago sem células numa cultura
confluente através da realizagao de um risco (scratch) que remove parte das células.
As células vizinhas ao espacgo sem células tendem a fechar este espaco, através de
migracao e proliferagdo.Apos 24 h de exposi¢cao, uma linha da placa foi raspada com
uma ponteira P-200 no meio do pocgo. As células desaderidas no risco foram entao

removidas juntamente com o meio de cultura. Meio DMEM sem soro fetal bovino foi
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adicionado. Para a analise, verificou-se a area sem células no tempo 0 (logo apods a
realizacao do risco) e apds 48 h de cultura em imagens panoramicas (objetiva de 4X)
capturadas em microscopio invertido e analisadas com o software livre ImageJ®
(http://imagej.nih.gov/ij/). (LIANG; PARK; GUAN, 2007; YANG et al., 2015).

7.5.6 Ensaio de Ciclo Celular

Este ensaio é importante para verificar se as NPs, nas concentragdes
utilizadas, interferem, de alguma maneira, no ciclo celular das células B16F1.

Para este ensaio, foram plaqueadas 125.000 células por pog¢o em placas de 24
pocos, utilizando dois pogos por grupo para, no final, totalizar 1 milhdo de células.
Apos 24 h, as células foram expostas as NPs por 24 h. Findado o tempo de exposicéao,
o meio foi retirado, o pogo lavado com PBS e as células soltas com tripsina 0,25% e
EDTA 0,02% em PBS. Todo este conteudo foi transferido para um tubo falcon (15 ml),
o material centrifugado por 3 min, o sobrenadante descartado e o material fixado em
etanol 70% e mantido a 4 °C. Para a analise, as células foram centrifugadas, lavadas
com PBS, centrifugadas novamente e adicionado o staining buffer (PBS com 2% de
SFB). Entao, o sedimento de células foi ressuspendido em 0,25 ml de PBS, adicionado
o material foi novamente centrifugado e o sobrenadante descartado e entdo
adicionado 500 pl de lodeto de propidio (Pl) (BD Pharmingen). Ap6s 15 min de
incubacao, protegida da luz, as células coradas foram analisadas através do citdmetro
de fluxo (BD FACS Calibur) (BOQUEST, 1999). Os dados gerados foram analisados
através do programa Flowing (www.flowingsoftware.com/). (BOQUEST, 1999).

7.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foram realizados trés ou quatro experimentos independentes de cada ensaio.
Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade. Dados com distribuicao
normal foram comparados através da Anadlise de Varidncia de uma Via (one-way
ANOVA), seguida pelo pés-teste de Dunnett, quando aplicavel. Dados sem

distribuicdo normal foram comparados pelo teste de Kruskall-Wallis, seguido do pos-
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teste Dunn’s. Os seguintes grupos foram comparados: controle vs grupos expostos a
ZnO-NP (1-50 pg.ml"); controle vs grupos expostos ao TiO2-NP (1-50 pg.ml");
controle vs misturas (TiO2-NP + ZnO-NP). Interacao toxicologica foi verificada através
da comparagao das misturas de NPs vs as concentragdes correspondentes de ZnO-

NP e TiO2-NP naquelas misturas.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 VIABILIDADE CELULAR

No ensaio sem a exposicao UV, houve reducado de 80% da viabilidade das
células expostas a 30 e 50 yg.ml"' da ZnO-NPs, como pode ser observado pelos
asteriscos no grafico (*). Isto pode ser observado pela reducdo de retengdo do
vermelho neutro pelas células. Houve também efeito de interacéo, representado pelo
sustenido (#) no grafico, das ZnO-NPs e TiO2-NPs a 1 yg.ml', com aumento de
aproximadamente 30% da retengdo do vermelho neutro. Esta retencdo esta
relacionada com a viabilidade celular, pois quanto mais danificadas as células, menor
a retencao deste corante.

Nos demais grupos, ndo houve diferenga significativa em relagdo ao controle

bem como interacdo das NPs quando comparadas isoladamente (FIGURA15).
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FIGURA 15. Viabilidade celular apds 24 h de exposicdo em diferentes concentragdes de TiO2-NP,
ZnONP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica diferencga significativa em relagéo ao grupo controle.
*** p<0,001. Sustenido (#) indica interagao toxicologica entre as NPs.

Ja no grupo exposto a luz UV, houve a mesma redugcdo do grupo sem a

exposigdo UV nas concentragdes 30 e 50 ug.ml-' da ZnO-NP. Além disso, o grupo que
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houve efeito de interagdo das NPs com aumento de viabilidade ndo apresentou
diferenga no experimento com exposi¢ao UV. Ainda, houve também reducao de 37%
e 27%, respectivamente, da viabilidade dos grupos 5 ug.ml-' de ZnO-NP e 1 pg.ml’
de TiO2-NP (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Viabilidade celular com exposicdo a luz UV apds 24 h de exposigcdo em diferentes

concentracdes de TiO2-NP, ZnONP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica diferenca significativa
em relagao ao grupo controle. *p<0,05; *** p<0,001.

Comparando os resultados sem a exposicdo UV e com a exposi¢ao, pode-se
perceber que a luz UV resultou em uma reducao da captagao de vermelho neutro de
dois grupos que ndo houve no experimento sem a luz. Além disso, ndo houve o
aumento da viabilidade da mistura, quando comparados com as NPs individualmente.
Contudo, este resultado de interagdo, sem a exposicao UV, pode ser devido a um
aumento da capacidade endocitica das células. Um estudo mostrou que as NPs
podem entrar nas células por endocitose mediada por clatrina, caveolina e por
macropinocitose (THURN et al., 2011). Apds a entrada nas células, permanecem em
vesiculas no citoplasma. Estes métodos de entrada podem interferir na via endocitica
das células expostas a NPs (THURN et al., 2011). Assim, a mistura da NPs, na menor
concentragdo, pode ter interferido na via endocitica das B16F1, mas nao
necessariamente ter aumentado sua viabilidade. Contudo isto ocorreu apenas na
exposigao das NPs sem a luz UV, o que poderia indicar que a luz UV também poderia

estar interferindo na via endocitica das células de melanoma murino.
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Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, sem a exposigao UV,
TiO2-NP nas concentragdes de 0.008-80 pg.ml-' ndo alteram a viabilidade de células
epidermais (A431) apos 24 h de exposi¢cado. Mas, houve redugéo da viabilidade apds
48 h (SHUKLA et al., 2011). Isto sugere que a exposi¢cao mais prolongada das células
B16F1 poderia reduzir a viabilidade quando expostas a NP-TiO2. Nas mesmas células,
houve redugdo de viabilidade celular na concentragdo 20 pg.ml' de ZnO-NP
(SHARMA et al., 2009). Em células de cancer de mama (MCF-7) a ZnO-NP também
reduziu a viabilidade nas concentragées 25, 50 e 100 ug.ml-' (AKHTAR et al., 2015).
Isto mostra, que a ZnO-NP pode ser mais téxica do que a TiO2-NP, como sugeriu outro
estudo que comparou estas NPsem células epiteliais H376 (BEST et al., 2015).

Contudo, ao contrario dos resultados mostrados neste trabalho, sem exposicao
UV, TiO2-NP a concentragdo de 25 ug.ml-' promoveu uma redugéo na viabilidade em
células de ovario de hamster (CHO-K1) (VIRGILIO et al., 2010). Este resultado pode
indicar que células CHO-K1 podem ser mais sensiveis as TiO2-NP em relagao as
células B16F 1, havendo alteracido do sistema endolisossomal.

Ja com relagdo a interacédo das NPs, houve provalemnte uma alteragao na
capacidade endocitica das células, e talvez da viabilidade, em relacdo as células
expostas as NPs separadamente, de maneira que as células B16F 1, sem a exposicao
UV, internalizaram maior quantidade do corante vermelho neutro. Este dado € muito
importante haja vista que ndo ha na literatura ensaios de viabilidade celular que
misturam essas NPs, apresentando apenas resultados separadamente.

Semelhante ao resultado deste trabalho, outro estudo mostrou uma redugao de
45% na viabilidade de células imortalizadas de queratindcitos quando expostas a 20
mJ/cm? da luz UVB na concentragdo de 40 yg.ml' de ZnO-NP. Contudo, mostrou
também a mesma redugdo em 40 ug.ml' de TiO2-NP, ao contrario das B16F1, que

nao ocorreu redugdo nem na concentragdo maior (50 ug.ml'; TYAGI et al., 2016).

8.2 PROLIFERACAO CELULAR

Houve reducgao de 52% e 82% da proliferacao celular nas concentragées 30 e
50 ug.ml', no ensaio sem a exposicdo UV de ZnO-NPs (FIGURA 17). Contudo,

comparando com o resultado do ensaio de viabilidade celular, provavelmente esta
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reducao esta diretamente associada a diminui¢cao da viabilidade celular observada no

ensaio do vermelho neutro. Nos demais grupos, ndo houve diferenga significativa.
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FIGURA 17. Proliferagao celular apés 24 h de exposicdo em diferentes concentragdes de TiO2-NP,
ZnONP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica diferenca significativa em relagado ao grupo controle.
*p<0,05; *** p<0,001.

Relacionando os dados apresentados com os dados obtidos na literatura,
verifica-se uma inibicao da proliferagdo e aumento de apoptose nas células da veia
umbilical humana e células gliais na concentracéo de TiO2-NPs mais alta do que a
maior concentragao utilizada neste trabalho (50 ug.ml'; RAMIREZ et al., 2012).

Ja em mastécitos BMMC (FELTIS et al., 2015) e células de adenocarcinoma
colorretal (SONG et al., 2013), houve inibigdo da proliferagdo na concentracéo de 30
e 50 pug.ml"' de ZnO-NP, respectivamente, como ocorreu nas células B16F1 neste
trabalho. Este dado torna-se relevante visto que diferentes células podem responder
de maneira semelhante frente a mesma concentragcao de um tipo de nanoparticula.

A exposig¢ao simultanea a luz UV promoveu reducao da proliferagdo em varios
grupos de ambas as NPs. A ZnO-NP nas concentragées de 1, 30 e 50 ug.ml-', reduziu
em 61%, 67% e 62%, respectivamente, a proliferacdo celular. Ja a TiO2-NP, reduziu
em 58% e 60% a proliferagdo celular nas concentragdes de 10 e 30 pug.ml!. Com

relagdo as misturas, todas as concentragdes promoveram uma redugdo na
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proliferagao 52%, 60% e 46%, respectivamente, quando comparados com o controle,

porém nao houve efeito das misturas (FIGURA 18).
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FIGURA 18. Proliferagao celular com exposicdo a luz UV apds 24 hde exposicdo em diferentes
concentragdes de TiO2-NP, ZnONP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica diferencga significativa em
relagdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Em células epiteliais HLEC, a exposi¢ao UVB levou a uma acentuada redugao
na proliferagdo quando expostas a partir de 5 ug.ml-*de ZnO-NPs quando comparadas
com a exposigao sem a UV, ao contrario do resultado obtido no presente estudo, pois
houve redugdo nas concentragdes 1, 30 e 50 pyg.ml-!, mas ndo houve em 5 ug.ml-’
(WANG et al., 2013).

Nestes dados da exposicdo a UV, verificou-se que a luz influenciou
significativamente na proliferagao das células B16F1. Quando comparados os graficos
com e sem exposi¢cao UV, percebe-se que a maioria das concentracdes foi capaz de
reduzir a proliferacdo apenas quando ha exposi¢cao simultanea a radiacao. Este efeito
€ muito importante, uma vez que outros processos podem ser desencadeados com a
diminuigdo da proliferagédo. As TiO2-NPs (7,5 ug/ml') induziram a morte celular via
inibicdo da proliferagdo em células de veia umbilical humana (HUVEC) (MONTIEL-
DAVALOS et al., 2012). Desta forma, a luz UV pode, indiretamente, induzir a morte

das células B16F1 pela inibicao da proliferacdo destas células.
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8.3 ATIVIDADE DOS TRANSPORTADORES DE EFLUXO DE DROGAS

Para o experimento sem exposicao UV, as NPs afetaram a atividade dos
transportadores de efluxo de drogas. A ZnO-NP, na concentragdo de 30 e 50 ug.ml’
promoveu um aumento de 38% e 580%, respectivamente, no acumulo de rodamina
B. Isto pode ter ocorrido em virtude da diminuicdo da viabilidade celular nesta
concentragdo, diminuindo assim a atividade dos transportadores ABC. Contudo, ndo
esta claro, ainda, se a diminui¢cao da atividade dos transportadores ABC decorre da
reducdo da viabilidade ou se a reducao da viabilidade das células € decorrente da
diminuicao da atividade dos transportadores ABC. Dessa maneira, esta relagao entre
viabilidade e atividade destes transportadores deve ser investigada.

De forma contraria, aTiO2-NP, também na concentragdo maxima (50 ug.ml")
promoveu uma diminui¢ao de 30% no acumulo da rodamina B. Esta redugao também

ocorreu com a mistura das NPs na concentragdo de 5 ug.ml' (37%) (FIGURA 19).
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FIGURA 19. Acumulo de rodamina B apés 24 h de exposicdo em diferentes concentracdes de TiO2-
NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP. Quanto maior o acimulo da rodamina, menor a atividade dos
Transportadores de Efluxo de Drogas. Asterisco (*) indica diferenca significativa em relagao ao grupo
controle. *p<0,05; *** p<0,001.
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Para o ensaio com exposi¢ao a luz, houve aumento no acumulo da rodamina
B nas concentragdes 30 e 50 ug.ml-'de ZnO-NPs (57% e 62%). As TiO2-NPs também
promoveram um aumento de 92% no acumulo da rodamina B, na concentragdo mais
baixa (1 pg.ml'). Neste ensaio, também houve efeito de interagdo das NPs na
concentragdo mais baixa (1 yg.ml-'), com redugéo de 45% no acumulo de rodamina

B, quando comparado as NPs isoladamente (FIGURA 20).
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FIGURA 20. Acumulo de rodamina B com exposi¢ao a luz UV apds 24 h de exposicdo em diferentes
concentracoes de TiO2-NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP. Quanto maior o acumulo da rodamina,
menor a atividade dos Transportadores de Efluxo de Drogas. Asterisco (*) indica diferenca significativa
em relagdo ao grupo controle. *p<0,05; ** p<0,01.

Esta redugao do acumulo de rodamina mostra que a TiO2-NP na concentragao
50 yg.ml' e a mistura 5 yg.ml-! estdo, de alguma maneira, promovendo uma maior
atividade nos transportadores ABC. Este resultado indica que as células de melanoma
murino, ao entrar em contato com essas concentracdes de TiO2-NPs podem aumentar
sua malignidade e piorar o tratamento do cancer de pele. Este mecanismo torna as
células mais resistentes aos quimioterapicos ao impedir que estes permanegcam e
sejam letais para as células cancerosas.

Ao contrario do encontrado neste trabalho, em células de ourigo-do-mar, a ZnO-
NP mostrou uma redugdo concentragdo-dependente (1-10 ug.ml-') na atividade dos

transportadores (WU et al., 2015). Em células gliais, a exposigdo a 100 ug.ml'' ZnO-
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NP diminuiu os niveis de RNAm desses transportadores apos 4h, porém nao houve
influéncia apés 24 h (BRUN; CARRIERE; MABONDZO, 2012). O resultado da
exposicéo das células gliais a 100 ug.ml-' ZnO-NP em 4h pode ser um indicio que a
exposicdo de B16F1 na concentragdo de 50 ug.ml-' de ZnO-NP em 24 h do presente
trabalho também pode ter niveis de RNAm diminuidos.

Corroborando com dados obtidos neste trabalho, células de adenocarcinoma
colorretal também mostraram um aumento dos niveis de RNAm apds 48 h de
exposicao e aumento nos niveis proteicos do transportador ABC em 6 h de exposicéo,
quando expostas a 50 ug.ml-' de TiO2-NP (DORIER et al., 2015). Em virtude disso,
averiguar a expressao de RNAm e niveis proteicos do transportador ABC pode ser um
ensaio relevante no futuro, para confirmar se esta ocorrendo aumento da expressao
de genes que codificam para os transportadores ABC nas concentragbes 50 ug.mil-!

de TiO2-NP e 5 ug.ml"' da mistura.

8.4 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

Houve redugéo de (60% e 78%) da producado de espécies reativas de oxigénio
nas células expostas a 30 e 50 ug.ml' de ZnO-NP, para o experimento sem a
exposicao UV (FIGURA 21). Esta redugao deve ser devido a redugao de viabilidade

das células B16F1 nos referidos grupos.
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FIGURA 21. Producdo de espécies reativas de oxigénio apds 24 h de exposicdo em diferentes
concentragdes de TiO2-NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica diferenga significativa
em relagdo ao grupo controle. *** p<0,001.

Com a exposicdo UV, as concentragdes 30 e 50 pyg.ml"' demonstraram a

mesma resposta do experimento sem a exposicdo. Nenhuma outra concentragao de

ZnO-NP obteve diferenga. Houve também redugao na produgao de espécies reativas

de oxigénio nos grupos de 55% nas concentragdes 30 e 50 ug.ml-' de TiO2-NP. Nos

grupos das misturas, houve redugdo apenas na concentragdo mais baixa (1ug.ml-")

de 51% (FIGURA 22).
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FIGURA 22. Produgédo de espécies reativas de oxigénio com exposicdo a luz UV apds 24 h de
exposicao em diferentes concentragdes de TiO2-NP, ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP. Asterisco (*) indica
diferenca significativa em relagéo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

A partir do aumento da producado dessas espécies reativas, muitos processos
celulares podem ser desencadeados como a morte celular, ativacdo da cascata de
inflamagédo, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, regulagéo de
fatores de transcricdo, entre outros processos (TYAGI et al., 2016). Um estudo
realizado por Periasamy et al. (2014) constatou que TiO2-NP aumentava a produgao
de espécies reativas de oxigénio via citocromo P450 e o marcador inflamatério TNF
(fator de necrose tumoral), sem interferéncia na produgdo de nenhuma enzima
antioxidante.

Em células de carcinoma cervical humano, a exposicao as ZnO-NP promoveu
um aumento da produgao de espécies reativas que levou ao aumento de apoptose
(PANDURANGAN; ENKHTAIVAN; KIM, 2016).

Ao contrario dos resultados apresentados neste trabalho, estudos com
poddcitos de camundongos (XIAO et al.,, 2016) e células de linhagem monocitica
(THP-1) (SENAPATI et al., 2015) mostraram aumento na produ¢cdo de ROS quando
expostas as ZnO-NP nas concentragées de 10, 50 e 100 ug.ml-'e entre 15 e 20 yg.ml-
" respectivamente. Ja as células da veia umbilical humana (HUVECs) expostas as
TiO2-NP nao apresentaram aumento na produgdo de ROS em nenhuma das
concentragdes testadas (20, 50 e 100 ug.ml-') (ALINOVI et al., 2015).

Ha muitos estudos que mostram aumento da producao de ROS em diferentes
células quando expostas as ZnO-NP e TiO2-NP através do ensaio com a sonda DCF
(SHARMA et al, 2009; BERARDIS et al., 2010; SHUKLA et al., 2011; HALAMODA et
al., 2012; RAMIREZ et al, 2012; ALARIFI et al., 2013; DORIER et al., 2015;
SENAPATI et al., 2015; PANDURANGAN; ENKHTAIVAN; KIM, 2016; XIAO et al.,
2016). Em exposicéo a UV outros estudos encontraram aumento da produg¢ao de ROS
em células HaCaT expostas a 2 yg.ml-' de ZnO-NP e TiO2-NP e células HLEC em
todas as concentragdes utilizadas (2,5, 5 e 10 ug.ml"") (WANG et al., 2013; TYAGI et
al., 2016).

Um possivel aumento das defesas antioxidantes nas células B16F1, quando
expostas as ZnO-NP e TiO2-NP, poderia explicar a auséncia de aumento de ROS

medida pelo ensaio da diclorofluresceina, o que nao foi investigado neste trabalho.
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8.5 ENSAIO DO SCRATCH

N&o houve diferenga na taxa de migracao/proliferacdo das células para a area
do risco nas diferentes concentragdes das NPs e suas misturas. Dessa maneira, foi
comparada a area do risco logo apos o final da exposi¢ao e 48 h apds (FIGURA 23 e
24).

Para este ensaio, ndo foram utilizadas as concentragdes 30 ug.ml-'e 50 ug.ml-

Tem virtude dos ensaios prévios que mostraram a morte de mais de 50% das células.
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FIGURA 23. Ensaio do scratch apos 24 h de exposicdo em diferentes concentragdes de TiO2-NP,
ZnONP e TiO2-NP + ZnO-NP.
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FIGURA 24. Ensaio scratch. E possivel observar que ndo houve fechamento completo do risco no
tempo 0 h (A) e 48 h (B) em células de melanoma murino em microscopio invertido (imagem central).
As imagens pequenas nos cantos esquerdos superiores de cada imagem representam parte da analise
no programa ImageJ®.

Outro estudo expondo células-tronco mesenquimais a 0,1 mg/ml de TiO2-NP,
por 4 h, constatou uma redugéo na migragao das células. Mostrou também que quanto
maior as NPs, menor é a migragdo das células (HOU et al., 2013). Este efeito

encontrado pode ter sido em virtude da concentragao utilizada e tempo de exposigao,
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pois a exposi¢cao durou apenas 4 h, pois seria provavelmente inviavel a exposi¢cao por
24 h como visto no screening deste estudo.

Contudo, os dados apresentados corroboram com os resultados no ensaio de
proliferacdo: nao houve diferenga em nenhum dos grupos utilizados no ensaio do
Scratch.Esta comparacgao € necessaria, uma vez que nao foi utilizada nenhum agente
inibidor da proliferagcdo. Logo, o ensaio do scratch realizado verifica tanto a
proliferagdo como a migracao das células B16F1.

Com relagao a nossa hipétese inicial, o fato de nenhuma concentracéao interferir
na migragao das células refuta a ideia de tornar as células mais malignas. Contudo, é
importante analisar todos os parametros celulares para concluir o real efeito das NPs

estudadas.

8.6 CICLO CELULAR
No ensaio do ciclo celular, a exposi¢cao as ZnO-NPs, TiO2-NPs e ZnO-NP +

TiO2-NP nao houve interferéncia em nenhuma das fases (G1, S e G2) no ciclo da
célula B16F1 (FIGURA 25).
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FIGURA 25. Ensaio do ciclo celular apés 24 h de exposi¢do em diferentes concentragdes de TiO2-NP,
ZnO-NP e TiO2-NP + ZnO-NP.



58

Na mesma linha do resultado apresentado, células-tronco mesenquimais néo
sofreram influéncia das TiO2-NPs em seu ciclo, mesmo em concentragdes maiores
(0,1 mg/ml) (HOU et al., 2013). Também, em célula de fibroblasto pulmonar (WI-38) a
exposicdo de TiO2-NPs na concentragdo de 50 pug.ml' ndo influenciou no ciclo celular,
porém na concentragdo de 200 pg.ml' promoveu um aumento da fase GO
(PERIASAMYet al., 2014).

Apesar das NPs interferirem em varios parametros das células B16F1,
nenhuma das concentracdes foi capaz de afetar o ciclo celular. Uma possibilidade é
de concentracbes maiores das NPs alterar o ciclo celular como ocorreu nos
fibloblastos pulmonares (PERIASAMY et al., 2014). Contudo, ndo seria possivel
realizar este ensaio em concentragdes maiores nas células B16F1, pois, como
verificado anteriormente no screening das concentragoes, estas concentragcbes sao

letais para as células B16F1.

8.7 RESUMO DOS RESULTADOS

Para melhor compreensdo do estudo desenvolvido, a Tabela 1 mostra um

resumo dos resultados obtidos neste trabalho.

TABELA 1 — Resumo dos resultados.

ENSAIO Zn0O TiO2 MISTURA
Viabilidade SemUV | 30e 50 ug.ml’ = T 1% ug.ml-’
Com UV | 5, 30e50 ug.ml’ 11 =

Proliferacao SemUV | 30e 50 pg.ml? = =

ComUV | 1,30e50pugm"  [10,30e50 | 1,5e10
ug.ml- ug.ml-
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Producgao de
ROS

Atividade dos
Transportadores
ABC

Scratch

SemUV | 30e 50 ug.ml’ = =

ComUV | 30e 50 ug.ml’ 130e50 ug.mi* | 1 ug.ml?
SemUV | 30e 50 ug.ml’ 1 50 pg.ml-* 15 ug.ml
ComUV | 30e 50 ug.ml"’ 1 1 pug.ml” T 1% ug.ml’

Ciclo celular

TABELA 1 — Resumo dos resultados. = auséncia de diferenga significativa. 1: aumento e |: diminui¢ao
em relagdo ao controle; seguido das concentragdes que apresentaram diferenga significativa. #:
diferenga em relacédo as NPs individuais.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

A nanotecnologia é a aplicagdo de materiais em escala nanométrica na
tecnologia ou ciéncia (RITTNER; ABRAHAM et al, 1998). A utilizacdo da
nanotecnologia vem crescendo a cada ano e as nanoparticulas de 6xidos metalicos
sao as mais utilizadas (DJURISC et al., 2014). As NPs de ZnO e TiOz2, além de estarem
na composigao da maioria dos filtros em virtude de serem altamente inertes, sédo
também muito utilizadas na terapia de varios tipos de cancer e implantes intra-6sseos,
respectivamente (NIINOMI, 2008; AKHTAR et al., 2015). Contudo, ha muitas
controvérsias na literatura a respeito dos efeitos que essas NPs podem causar no
organismo. Neste estudo, utilizamos como base a aplicacdo dessas NPs como filtros
fisicos em protetores solares. A concentragdo das NPs estabelecida, a radiacao UV
seleciona, bem como os ensaios escolhidos foram pensados em situagdes que se
aproximassem da verdadeira utilizacdo nos protetores solares.

Os resultados obtidos neste trabalho e o levantamento na literatura confirmam
o efeito citotoxico das NPs, tanto isoladas como na mistura, e uma toxicidade
acentuada pela exposicdo UV. A exposicao das células B16F1 as ZnO-NP, tanto com
ou sem exposi¢ao simultanea UV, promoveu uma reducao da viabilidade, proliferacéo,
producao de espécies reativas de oxigénio e atividade dos transportadores ABC nas
maiores concentragdes utilizadas (30 e 50 uyg.ml'). Com a exposigdo UV, houve
também redugdo da viabilidade e proliferacdo nas concentragées 5 e 1ug.ml”’,
respectivamente.

Em relacao as TiO2-NP, sem a exposig¢ao a luz UV, as células nao tiveram
diferenca na viabilidade, proliferagdo, produgdo de espécies reativas de oxigénio em
nenhuma das concentracdées quando comparadas ao controle. Contudo, causou
aumento na atividade dos transportadores ABC na maior concentragéo (50 ug.ml).
Ja com a exposic¢ao a luz UV, houve reducéo na proliferagao nas concentragdes 10,
30 e 50 ug.ml'; na produgdo de ROS nas concentragdes 30 e 50 yg.ml-'; e redugéo
na atividade dos transportadores ABC na menor concentragdo (1ug.ml).

Ja a exposicao das células B16F1 as misturas, houve efeito de mistura com
aumento da viabilidade das células na menor concentragéo (1 ug.ml-') em relagdo as
NPs sozinhas. Houve também um aumento na atividade dos transportadores ABC na

concentragéo intermediaria (5 pg.ml-"). Além disso, a exposigdo UV também reduziu
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a proliferagdo em todas as concentragées (1, 5 e 10 yg.ml-"); reduziu a produgéo de
ROS na menor concentragdo (1 ug.ml'); e promoveu efeito de interagdo das NPs na
menor concentragdo (1 ug.ml’).

Comparando os resultados das duas NPs, podemos perceber que
aparentemente a ZnO-NP é mais toxica do que a TiO2-NP, pois na mesma
concentragéo (50 yg.ml-') houve uma grande redugéo na viabilidade (80%) das células
expostas as ZnO-NPs, enquanto que nao houve alteragdo nas células expostas as
TiO2-NPs. Isto foi sugerido por outro estudo que fez a comparagdo dessas NPs
expondo em células epiteliais H376 (BEST et al., 2015). Ainda, um estudo comparou
o fator de protecdo das duas NPs na mesma concentragao e constatou que a TiO2-
NP é mais eficiente do que a ZnO-NP, tornando a primeira mais indicada para a
utilizagao nos protetores (TYAGI et al., 2016).

Estudos mostram que essas NPs sao endocitadas por varios tipos de células:
HCEC:s; fibroblasto; CHO-K1; células epidermais; células da glia; células endoteliais
e CaCo-2 (JIN et al., 2008; VIRGILIO et al., 2010; SHUKLA et al., 2011; RAMIREZ et
al., 2012; HALAMODA et al., 2012; MONTIEL-DAVALOS et al., 2012; DORIER et al.,
2015). Desta maneira, pode-se sugerir que células B16F1 tem este mesmo
comportamento. Logo, investigacdes futuras podem utilizar a microscopia eletronica
de transmissdo para confirmar se ha endocitose. Além da internalizagdo, as NPs
podem ser encontradas aderidas nas membranas das células, o que leva a mudancgas
morfologicas celulares e que estao diretamente ligadas a citotoxicidade (SHARMA et
al., 2009; DORIER et al., 2015).

Assim, apesar de alguns estudos apontarem que essas NPs nao penetram no
organismo e o comité europeu Scientific Committee on Emerging and Newly Identified
Health Risks (SCENIHR’s) concluir que até o momento ndo ha evidéncias que
comprovem a penetragdo das NPs no organismo, um estudo realizado por Gulson et
al., (2010) encontrou ZnO-NPs no sangue e urina de pessoas apoés 5 dias da aplicagao
do protetor solar (GULSON et al.,, 2010; MCSWEENEY, 2016). Caso haja essa
penetracdo, além dos resultados e levantamento bibliografico demonstrados neste
trabalho, outras pesquisas mostraram que essas NPs podem causar danos no DNA,
alterar a homeostase do calcio, induzir apoptose, alterar expressdes génicas, reduzir
atividade mitocondrial entre outras e, ainda, esses efeitos serem agravados pela
exposi¢cdo UV (WANG et al., 2013; DEMIR et al., 2014; PERIASAMY et al., 2014;
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AKHTAR et al., 2015, ANNANGI et al., 2016; AUDE-GARCIA et al., 2016; TYAGI et
al., 2016).

A divergéncia de resultados na literatura utilizando NPs de mesma composi¢éo
€ grande, mesmo em se tratando do mesmo modelo bioldgico. Isto ocorre porque NPs
de mesma composigdo podem possuir caracteristicas divergentes, que promovem
respostas celulares diferentes (RAMPAUL; A.; PARKIN, |.; CRAMER, 2007; LIU; LIN;
ZHAO, 2013).

Um estudo comparou varias formas de TiO2-NPs sozinhas e em conjunto com
ZnO-NPs, com varios tipos de encapsulamento. Como resultado foi constatado uma
maior estabilidade das NPs, e menor indugcdo na producao de ROS e citotoxicidade
para TiO2-NPs na forma rutilo em comparagao com outras formas, e para TiO2-NPs e
ZnO-NPs encapsuladas em comparagcao as nao-encapsuladas (RAMPAUL; A
PARKIN, I.; CRAMER, 2007). Relacionando estes dados com os do presente estudo,
uma possivel explicagao para as TiO2-NPs ndo promoverem citotoxicidade nas células
B16F1 é a forma rutilo utilizada. Isto pode ser confirmado pela técnica de raio-x. Ao
compararmos outros resultados que verificaram uma citotoxicidade das TiO2-NPs,
foram utilizadas a forma anatésio ou a mistura destas formas (RAMIREZ et al., 2012;
PERIASAMY et al., 2014).

Contudo, apesar da nossa hipétese inicial ser refutada e as NPs apresentarem
citotoxicidade para as células de melanoma, fica evidente a necessidade de haver
mais estudos sobre as nanoparticulas de ZnO e TiO2, uma vez que essas NPs podem
nao ser citotéxicas apenas para células tumorais, mas também para células
saudaveis. Artigos sugerem a utilizacdo dessas NPs no tratamento contra o cancer,
uma vez que existem alguns estudos que demonstram que essas NPs sao citotoxicas
apenas para células cancerosas (AKHTAR et al, 2015; PANDURANGAN;
ENKHTAIVAN; KIM, 2016) e que a alteracdo na expressao de alguns genes apos
exposicédo as ZnO-NPs é similar in vitro e in vivo (ZHANG et al., 2016).

Além disso, embora cosméticos e protetores solares contendo estas NPs sejam
normalmente usados em pele intacta, fatores como lesbes ocasionais na pele,
espessura e descamacao da pele podem influenciar na toxicidade (RAMPAUL; A;
PARKIN, I.; CRAMER, 2007).

Dessa forma, € evidente a importancia dos resultados obtidos no presente

estudo, uma vez que os pontos apresentados s&o indicios de que estas NPs podem
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causar danos celulares os quais podem interferir no organismo como um todo,
principalmente quando expostas a radiagao UV. Ressalta-se, ainda, que este estudo
apresenta uma novidade cientifica, uma vez que nao ha na literatura outro estudo que
expoe estas NPs em células de melanoma com exposicao simultanea a luz UV. Assim,
estudos in vivo poderiam obter maiores resultados dos danos dessas NPs, juntamente
com a luz UV, em modelos induzidos com melanoma. Além disso, verifica-se a
necessidade de maior regularizagao das NPs que serao utilizadas nos protetores, uma

vez, que as caracteristicas das NPs irdo definir os reais efeitos na saude humana.
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10 CONCLUSOES

> As ZnO-NPs sdo mais citotoxicas do que as TiO2-NPs em células B16F1;

> As maiores concentragdes de ZnO-NPs (30 e 50 ug.ml-') afetaram a viabilidade,
proliferacéo, producao de espécies reativas e atividade dos transportadores da B16F1
com e sem exposi¢cao simultanea a luz UV;

> Apesar de as TiO2-NPs nao apresentarem citotoxicidade em nenhuma
concentracdo sem a luz UV, apresentou um aumento na atividade dos transportadores
ABC na concentragéo de 1 ug.ml’;

> A luz ultra-violeta aumenta a citotoxicidade das NPs ZnO-NPs e TiO2-NPs;

> Nenhuma das NPs, nas concentragbes utilizadas, interferiram no ciclo celular
ou na capacidade de migracao da B16F1;

> As misturas apresentaram efeitos de interacdo com ou sem a exposi¢cao
simultanea da luz UV,

> Ha necessidade de haver mais regularizacdo das NPs presentes nos

protetores.
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