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RESUMO

A nanotecnologia vem ocupando lugar de destaque na economia e na
ciéncia devido as propriedades dos nanomateriais, o que os leva a ser
amplamente utilizados na industria e na pesquisa. No entanto, as nanoparticulas
podem representar riscos para 0s organismos vivos, devido a suas propriedades
pré-oxidantes e de adsorgao, principalmente ao coexistir em corpos de agua com
outros contaminantes, ja conhecidos pela sua toxicidade. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos de nanoparticulas de prata (NPs-Ag),
metais n&o essenciais e sua associagao, na linhagem de macrofagos murinos
RAW 264.7. As células foram expostas a duas concentragdes de NPs-Ag (0,36
e 3,6 uyg.ml'), duas concentragdes de cloreto de Cadmio (1 e 10 yM), duas
concentragdes de nitrato de Chumbo (25 e 250 pM) e duas concentragbes de
cloreto de Mercurio (15 e 150 yM). Tais concentragdes foram determinadas apos
um screening, com sele¢cdo de uma concentragao préxima do valor da CLso e
outra concentragao 10X menor, cujo efeito sobre a viabilidade das células n&o
fosse pronunciado. As associagdes desses contaminantes foram determinadas
de forma que as duas concentracdes de nanoparticulas fossem combinadas com
cada concentragao dos metais (Cd, Hg e Pb), completando juntamente com o
grupo controle 21 grupos experimentais. Ensaios de viabilidade celular,
citotoxicidade, concentragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e éxido
nitrico (NO), morte celular, atividade fagocitica, dano ao DNA, potencial de
membrana mitocondrial e expressdao de proteinas anti-apoptoéticas foram
realizados apods 4, 8 e 24 h de exposi¢ao aos contaminantes. As nanoparticulas
possuem forma arredondada, reduzido tamanho (1 a 4 nm) e s&o estaveis. Os
ensaios de viabilidade celular, citotoxicidade, producdo de EROs e de NO, morte
celular apontam que apds 24 h de exposi¢cao a associagcao dos contaminantes
foram mais deletéria em comparacado aos contaminantes de forma isolada. Em
4 h de exposicao foi possivel verificar que ha recrutamento do sistema de reparo
do DNA, aumento da atividade de desidrogenases e dos niveis de EROs,
sugerindo que essa via pode estar desencadeando a morte celular por apoptose.
Isso foi parcialmente confirmado apds 8 h de exposi¢cdo, com a diminuicdo da
expressao da proteina anti-apoptética XIAP. Nessa perspectiva, esse trabalho
demonstra que a associagao dos contaminantes conduz a efeitos que nao foram
observados ou previsiveis pela exposi¢ao isolada.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Cadmio, Chumbo, Mercurio,
macrofagos murinos.



ABSTRACT

Nanotechnology has been prominent in economics and science due to
the properties of nanomaterials, which leads them to be widely used in industry
and research. However, nanoparticles can pose risks to living organisms due to
their pro-oxidant and adsorption properties, especially when coexisting in bodies
of water with other contaminants, already known for their toxicity. Thus, the
objective of the present study is to evaluate the effects of silver nanoparticles
(NPs-Ag), non-essential metals and their association in the murine macrophages
RAW 264.7. Cells were exposed to two concentrations of NPs-Ag (0.36 and 3.6
ug.ml’), two concentrations of Cadmium chloride (1 and 10 pM), two
concentrations of Lead nitrate (25 and 250 pM) and two concentrations of
Mercury chloride (15 and 150 uM). These concentrations were determined after
a screening, with a concentration close to the LC 50 value and another 10X lower
concentration, whose effect on cell viabilty was not pronounced. The
associations of these contaminants were determined so that the two
concentrations of nanoparticles were combined with each concentration of the
metals (Cd, Hg and Pb), completing together with the control group 21
experimental groups. Cell viability assays, citotoxicity, cell proliferation,
concentration of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO), cell death,
phagocytic activity, DNA damage, mitochondrial membrane potential and
expression of anti-apoptotic proteins were performed after 4, 8 and 24 h exposure
to the contaminants. The nanoparticles have rounded shape, reduced size (1 to
4 nm) and are stable The cell viability assays, citotoxicity, ROS and NO
production, cell death indicate that after 24 h of exposure the association of
contaminants is more deleterious in comparison to contaminants in isolation. In
4 h of exposure it is possible to verify that there is a recruitment of the DNA repair
system, increase activity of dehydrogenases and the levels of ROS already
present an increase in relation to the control group, suggesting that this path may
be triggering the cell death by apoptosis. This is partially confirmed after 8 h of
exposure, with decreased expression of the anti-apoptotic protein XIAP. From
this perspective, this work demonstrates that the association of contaminants
leads to effects that are not observed or predicted by isolated exposure.

Keywords: Silver nanoparticles, Cadmium, Lead, Mercury, murine macrophages
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1. INTRODUGAO

O meio ambiente recebe continuamente substancias quimicas nao
essenciais para os sistemas bioldgicos (xenobidticos) liberadas a partir das mais
diversas atividades antropicas, como agricolas, industriais e urbanas. A partir do
século XX, milhares de poluentes organicos e inorganicos, como as bifenilas
policloradas (PCBs), compostos organoclorados (OCs), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (Almeida et al., 2007), policlorodibenzofuranos
(PCDFs), policlorobenzodioxinas (PCDDs), metais (Van Der Oost et al., 2003) e
mais recentemente os nanoresiduos (Klaine et al., 2008; Bundschuh et al., 2018)
sao produzidos e, inevitavelmente, liberados no meio ambiente. Como resultado,
0s ecossistemas aquaticos acabam sendo os receptaculos finais da maior parte
dessas substancias, isso devido a sua liberacdo direta ou a processos
hidrolégicos e atmosféricos (Stegeman e Hahn, 1994). Os efeitos isolados de
determinadas classes ou tipos de poluentes tém sido objeto de diversos estudos.
Entretanto, no ambiente natural, os organismos encontram-se expostos a
misturas complexas e as investigagdes envolvendo algumas combinagbes de
xenobioticos (efeitos de interacbes) s&o mais raras, dado as dificuldades
impostas para avaliacdo do efeito de um conjunto de substancias, o que
representa, de fato, a situagcdo mais proxima do encontrado no ambiente natural.

Metais ndo essenciais como o Cadmio, Chumbo e Mercurio séo
onipresentes na natureza e representam um enorme risco ao meio ambiente e
ao homem. As Nanoparticulas caminham para o mesmo destino, devido a sua
producao e uso desenfreados. Além disso, pouco se sabe sobre seus efeitos aos
sistemas bioldgicos, em especial, quando na presencga de outros contaminantes.
Esses contaminantes possuem um grande potencial toxico, ndo apenas para
organismos aquaticos como também para populagdes humanas que séo
supridas com agua de reservatorios de abastecimento publico ou que se
alimentam de organismos contaminados (via trofica). Dessa forma, ha uma
grande necessidade de desvendar os efeitos de misturas complexas que
possam coexistir em ambientes naturais ou que possam chegar por meio de

diferentes rotas ao mesmo receptor.



Diante dessa problematica, nesse trabalho foram investigados os efeitos
de misturas contendo Nanoparticulas de Prata, Cadmio, Chumbo e Mercurio em

modelo de células do sistema imunoldgico, os macréfagos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nanoparticulas

Uma nanoparticula é definida como uma pequena particula com
dimensdes na faixa de 1 a 100 nm que se comporta como uma unidade inteira
em termos de transporte e propriedades (EPA, 2010).

Nanoparticulas (NPs) estdo presentes naturalmente na Terra, em
pequenas quantidades, como produtos da combustdo incompleta de
combustiveis fosseis e erupgao vulcanica (Nowack e Bucheli, 2007). Entretanto,
s&o cada vez mais comuns no mercado e no ambiente natural (Nowack et al.,
2012; Sun et al., 2014), gragas ao desenvolvimento da nanotecnologia (EPA,
2007). Isso gera uma preocupacédo, dada a dificuldade de determinar a
seguranga dos nanomateriais, pois o conhecimento sobre sua toxicologia é
pouco conhecida. A titulo de exemplo, pouco se conhece sobre o tempo que
esses materiais ficam ativos no ambiente e sobre niveis seguros de exposigéo
para humanos e para ecossistemas. Também n&o ha registros de estudos de
longo prazo. Ademais, ndo é comum a detecc¢do, medi¢gdo e monitoramento de
nanomateriais fabricados e incorporados em produtos, assim como o0s seus
rejeitos no ambiente.

A quantidade de produtos que utilizam nanotecnologia gera uma
diversidade de residuos e materiais que acabam por ser descartados, seja por
nao atingirem as especificagbes requeridas, por erros durante o processo de
producdo, ao longo do transporte , uso do produto final ou indiretamente por
descarte dos produtos pelos consumidores apés o uso (The Royal society and
Royal academy of engineering, 2004; Muller e Nowack, 2008; McGillicuddy et al.,
2017), resultando na contaminagdo de ambientes terrestres, atmosféricos e,

sobretudo, os aquaticos, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Principais fontes, rotas de exposi¢ao e processos de interagao das nanoparticulas com
0 ambiente e organismos Vvivos.
Fonte: Paschoalino et al. (2010)

Nesses ambientes, o destino e o comportamento das NPs sao
totalmente desconhecidos (Jiravova et al.,, 2016). Isso pode significar uma
diversidade de sérios riscos ecoldgicos nunca vistos anteriormente. Os poucos
estudos existentes sugerem que os microrganismos e as plantas podem produzir
(Prasad, 2014) modificar e concentrar as nanoparticulas, e que € possivel ocorrer
bioacumulagéo’, ou mesmo biomagnificagao?.

Devido a auséncia de conhecimento acerca desse assunto, alguns
especialistas recomendam que a liberacdo de nanoparticulas no meio ambiente
seja reduzida ou até proibida. Como medida de precaugéo, recomendam que as
fabricas e os laboratérios de pesquisa tratem as nanoparticulas como se fossem

residuos toxicos perigosos.

'Bioacumulagdo: ¢ a absorgéo e retengdo do composto pelo organismo do meio abidtico ou
biético, podendo ou n&o a concentragao exceder a da fonte (LEBLANC, 1995; D’AMATO et al.,
2002).

’Biomagnificagdo: ¢ o aumento da concentragdo do composto ao longo da cadeia alimentar,
influenciada pela posi¢éo tréfica do organismo, devido a elevada absor¢éo e baixa eliminagéo
do composto. Ocorre biomagnificagdo quando as concentragdes do composto nos tecidos de um
organismo excedem as concentragdes do nivel trofico adjacente inferior em mais de 100%
(LEBLANC, 1995; D’AMATO et al., 2002).



2.1.1 Nanoparticulas de Prata (NPs-Ag)

As nanoparticulas de prata (NPs-Ag) estdo entre as nanoparticulas mais
utilizadas, devido as suas propriedades antimicrobianas e antifungicas (Dong et
al., 2012; Levard et al., 2013. Nocchetti et al., 2013), atingindo uma producéo
mundial estimada de 55 toneladas ou mais por ano (Piccinno et al., 2012). As
NP-Ags sao comercializadas na é&rea da medicina como agentes
antimicrobianos, veiculos de entrega e biossensores (Asharani et al., 2009b).
Também s&o incorporadas em produtos téxteis, na confeccdo de vestuario,
roupas intimas, na fabricacdo de materiais de aco inoxidavel, tintas e filtros de
agua (Chen e Schluesener, 2008).

Baseado em modelos Gottschalk et al. (2009) relataram que as
concentragdes esperadas em agua superficiais dos EUA estao entre 0,09 e 0,43
ng.L" e entre 0,59 e 2,16 ng.L™! nas aguas superficiais europeias, enquanto as
concentragbes totais de Ag previstas no rio Reno foram estimadas entre 40 e
320 ng.L'. Como ja apresentado anteriormente a utilizagdo em larga escala de
nanoparticulas tem, como consequéncia, a liberacdo de produtos residuais no
ambiente (Massarki et al., 2014) e o risco de exposi¢cdo humana e de outros
organismos.

A exposigcdo humana as nanoparticulas ocorre através de inalagao,
contato dérmico e ingestédo (Jiravova et al., 2016). Devido a forte afinidade da
prata por grupos tiois, a biodisponibilidade® das NPs contidas em produtos pode
ser aumentada no ambiente fisiologico (Vrcek et al., 2014). Outras vias de
entrada potenciais podem incluir o trato genital feminino (devido a incorporacéo
de NPs-Ag em inumeros produtos de higiene feminina), ou por incorporagao
através de implantes médicos, cateteres e curativos para feridas (Chen e
Schluesener, 2008; Marambio-Jones e Hoek, 2010).

Nesse sentido, os mecanismos pelos quais as NPs sao internalizadas
pelas células de mamiferos podem ser pinocitose, endocitose dependente de
cavéolas, balsas lipidicas ou clatrina e fagocitose (Tomankova et al., 2015). A

possivel entrada, cinética, localizagao intracelular e exocitose, no entanto,

3 Biodisponibilidade: é uma medida da extensdo de um composto que atinge a circulagdo
sistémica e esta disponivel no local de agdo (SHARGEL et al., 2005)



depende muito de caracteristicas fundamentais como tamanho das NPs,
caracteristicas de superficie, potencial zeta* e sua capacidade de evitar
agregacao. Por outro lado, a cinética de captacdo também é afetada pelo tipo
celular (Asharani et al., 2009, Barttomiejczyk et al., 2013).

Os estudos disponiveis na literatura indicam geralmente baixa toxicidade
em concentragbes ambientalmente relevantes de NPs-Ag. No entanto,
coexposicao com poluentes ubiquos deveria ser considerada na avaliacdo de
riscos, uma vez que NPs-Ag podem induzir toxicidade por mecanismo de “Cavalo
de Troia” (Limbach et al., 2007;. Lubick, 2008; Luoma, 2008; Yu et al., 2015).
Autores propdem que as nanoparticulas poderiam carrear poluentes adsorvidos
a sua superficie, os quais normalmente teriam dificuldades em atravessar a
barreira imposta pela membrana plasmatica (Luoma, 2008; Limbach et al., 2007;
Lubick, 2008; Park et al., 2010), funcionando como “Cavalos-de-Troia” e
facilitando a entrada de poluentes nas células (Hurt et al., 2006).

Entretanto, as investigagdes envolvendo misturas de xenobibticos sao
escassas na literatura, devido a dificuldades de logistica, de interpretacao de
dados e de selegcao de associacbes relevantes. Nao obstante a essas
dificuldades, os estudos de avaliacdo de risco ndo devem focar apenas na
toxicidade inerente de nanoparticulas, mas também considerar as possiveis

interagdes com contaminantes ambientais existentes (Baun et al., 2008).

2.2 Metais

Entre os contaminantes mais intensamente estudados em ambientes
dulcicolas, estuarinos e marinhos, estdo os metais (Palenzuela et al., 2004).
Alguns metais sdo poluentes em potencial e podem acumular nos organismos
vivos, permanecendo assim por muito tempo biodisponiveis a outros extratos da
cadeia alimentar. Metais ndo essenciais como, por exemplo, Cadmio, Mercurio
e Chumbo nado apresentam fungdes fisioldgicas, sendo téxicos mesmo quando
presentes em baixas concentragdes, principalmente por meio de competi¢cao por

sitios de ligacdo com os metais essenciais.

4 Potencial zeta ¢ uma medida da magnitude da repulsdo ou da atragéo eletrostatica ou das
cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que, sabidamente, afetam a
estabilidade.



2.2.1 Cadmio

O Cadmio (Cd) é um elemento onipresente na Terra e amplamente
distribuido no meio ambiente, considerado um carcinogénico tipo | pela Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC, 1993). Esse metal de transigcao
ocorre naturalmente em minas de zinco, chumbo e cobre além de erupcdes
vulcanicas e incéndios florestais, sendo que o Cd pode aderir em particulas e
ser transportado pelo ar. O metal € muito utilizado na producdo de baterias,
estabilizadores, pigmentos, ligas metalicas e fertilizantes, os quais podem conter
altas concentragdes de cadmio (Filipc, 2012). Entretanto, a intoxicagédo na
populagdo em geral deve-se principalmente a ingestédo de alimentos, cigarro,
queima de combustiveis fosseis e a exposic¢ao a residuos industriais.

Estima-se que a ingestdo média seja de 8 a 25 ug por dia e 80% dessa
seja derivava da alimentagdo, através do consumo de cereais, legumes e
batatas. A absorcao pela via gastrointestinal € de aproximadamente 5% mas
pode chegar a 20% ou 30%. Também sao absorvidos altos niveis de cadmio pela
via respiratdria, contato com o fumo de tabaco e exposi¢cdo ocupacional
(Sinicropi et al., 2010).

Apesar dos niveis de exposicdo ao Cadmio serem relativamente baixos,
o Cd é um elemento persistente no ambiente (Sugita e Tsuchiya, 1995). E
prontamente absorvido pelos organismos, e devido a sua baixa excregao e de
um tempo de meia-vida biolégico de 10 a 30 anos (McMurray e Tainer, 2003) é
bioacumulado e biomagnificado ao longo da cadeia alimentar.

A toxicidade aguda por cadmio pode provocar danos ao pulmao, figado,
hemorragia, leséo testicular, podendo, em casos mais graves ser fatal. Ja a
exposi¢ao crénica ao cadmio pode provocar imunotoxicidade, nefrotoxicidade e

osteotoxicidade (Sinicropi et al., 2010).

2.2.2 Chumbo

O chumbo (Pb) destaca-se dentre os metais porque a exposi¢cao
aumentou exponencialmente se comparado com 0s niveis existentes antes da
revolugao industrial no inicio do século IX (Grandjean, 1983). A maior parte do

chumbo utilizado pela industria vem da exploragdo de minérios, da reciclagem



de fragmentos de metal ou baterias, e encontra-se ainda presente em baterias,
tintas, produtos ceramicos, calefagao, soldas, gasolina de avido (Sinicropi et al.,
2010). No entanto, a quantidade de emissao deste metal no ambiente faz com
que o chumbo possa ser identificado em varias espécies de animais, além de
uma enorme variedade de ambientes tais como atmosfera, aguas de superficie,
lengdis d’agua, solo, sedimentos e aterros sanitarios (Saryan e Zenz, 1994).

A absorgao do chumbo acontece essencialmente pelas vias respiratorias
e tréficas. Na populagdo em geral a absorgdo gastrointestinal € a via mais
comum, sendo mais elevada em criangas (40%) do que em adultos (5-15%)
(Sinicropi et al., 2010). O chumbo possui uma lista razoavel de alvos, como
figado, rins, pulmdes, sistema imunolégico e sistema nervoso central (Goyer,
1993). E conhecido por sua agdo toxica no sistema imunolégico, exercendo
efeitos deletérios em humanos e em outras espécies e é classificado pela
Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) como 2A -

provavelmente cancerigeno para humanos.

2.2.3 Merclurio

O Mercurio (Hg), assim como o cadmio, € um metal que ndo possui
funcéo fisiolégica conhecida e seus efeitos sobre a biota sdo normalmente
deletérios. Em vertebrados, esse metal pode afetar células especializadas muito
importantes como células renais, neurbnios e hepatdcitos. Naturalmente
proveniente da lixiviagdo das rochas contendo mercurio ou da emisséao de gases
em areas vulcanicas, as concentragcdes desse metal na atmosfera, hidrosfera,
solo e biota tém aumentado muito em func¢ado das atividades antrépicas (Mason,
1991), que o utilizam na mineragao, produgcdo de compostos organomercuriais
com acgao bactericida e fungicida utilizados na agricultura e na industria de tintas;
sintese de reagentes, solu¢des desinfetantes e esterilizantes contendo mercurio
(Paasivirta, 1991), lampadas, termostatos, equipamentos médicos (barébmetro,
mandmetro, termémetros), além de ainda ser bastante presente em formulagdes
dentarias (amalgama) (Sinicropi et al., 2010).

Os vapores de mercurio sao incolores, inodoros, invisiveis e facilmente
absorvidos pelos pulmdes (cerca de 80%), constituindo a principal via de entrada

do mercurio no organismo. A via tréfica é outra via de entrada e representa 5 —



10% da absorcéo, através do consumo de peixe contaminado principalmente
pela forma organometalica do mercurio (metilmercurio) mas também por alguma
quantidade de mercurio inorganico, que se acumula na cadeia alimentar através
da biomagnificagdo. Assim, a concentragdo de mercurio nos peixes predadores
de topo de cadeia pode ser elevada, culminando, finalmente, na dieta dos
humanos (Sinicropi et al., 2010).

Dentro da célula o mercurio liga-se rapidamente a glutationa, presente
na maioria das células em concentragbes da ordem de mM. A glutationa ndo
impede apenas que o Hg se ligue a proteinas alvo dentro das células, mas
também serve como principal modo de elimina-lo da célula (Patterson et al.,2004,
Risher e De Rosa, 2007).

2.3 Modelo biolégico

Os macréfagos sado células de defesa, amplamente distribuidas pelo
organismo, que recebem diferentes nomes de acordo com a sua localizagao.
Alguns exemplos sao: microglia no Sistema Nervoso Central, células de Kuppfer
no figado, macréfagos alveolares no pulmao, células dendriticas nos linfonodos
e células de Langerhans na pele. Sao células relativamente grandes, que medem
entre 25-50 um de didmetro, apresentam nucleo irregular, possuem um ou mais
nucléolos, cromatina pouco condensada, citoesqueleto bem desenvolvido,
inumeras proje¢cdes citoplasmaticas, grande numero de lisossomos e
mitocondrias, e complexo de Golgi bem desenvolvido (Auger et al. 1992).

Eles sdo, sem duvida, um dos mais importantes tipos de células do
sistema imune inato (Halliwell et al., 1999) e podem exercer a fungao de defesa
de maneira indireta, por meio de secrecao de citocinas, da apresentacao de
antigenos (Klimp et al., 2002) ou de forma direta, identificando, fagocitando e
destruindo efetivamente corpos estranhos. A fagocitose realizada pelos
macrofagos compde o inicio do conjunto das atividades biolégicas de toda a
resposta imunolégica e da resposta inata, e € constituida pelas etapas de adeséo
ao substrato, quimiotaxia, ingestao de células e particulas inertes e produg¢ao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Sporn et al., 1990; De La Fuente et
al., 1991; Aderem et al., 1999; Zapolska-Downar et al., 2000). Ha "espraiamento”

do macréfago, com alteracdo da forma (de arredondada para achatada), e



consequente aumento da area de contato da membrana plasmatica com o
material a ser fagocitado, e redistribuicdo das organelas citoplasmaticas.
Durante a etapa de aderéncia ao substrato, ocorre a ativagao de receptores para
moléculas de adesdo, como fibronectina, vibronectina e laminina, ocasionando
rearranjo do citoesqueleto celular para que ocorra a fagocitose (Sampaio, 2005).
Com a internalizacéo do patdgeno (que pode ser um microrganismo ou um corpo
estranho, assim como uma nanoparticula), ha a formagédo de uma vesicula na
qual o agente agressor permanece confinado, e esta fica acessivel aos
endossomas (Swanson e Baer, 1995). Por meio de uma série de eventos de
fusdo, a membrana vesicular e o conteudo do endossoma fusionam-se para
formar o fagolisossoma. Funcionalmente, apds ingestao da particula e formacéao
do fagolisossoma, ocorre o aumento do consumo de oxigénio e na geragao de
ROS. O anion superdxido (O2*) é o principal radical produzido e a partir dele sao
gerados outros radicais poderosos na defesa do organismo, como o OH® e o NO,
que combinados produzem peroxinitrito (ONOO") e também H20,, altamente
ativos na eliminagdo de patégenos invasores, microrganismos e células
infectadas, mas que em excesso pode lesionar células vizinhas, causando dano,
além de defesa (Bauerle et al., 1996; Pithon-Curi, 1995). Sendo assim, células
fagociticas sdo de grande interesse para a obtengdo de informagdes sobre a
resposta produzida frente a presenga de "agentes agressores".

Entretanto, a interagdo sistétmica em um organismo dificulta a
interpretacdo dos resultados e por isso as culturas de células sdao muito
empregadas como modelos biolégicos por oferecem a vantagem da realizagao
de estudos em condi¢cbes bastante controladas. Isso permite os estudos das
funcdes celulares, mecanismos de toxicidade, classificacdo da toxicidade
relativa de contaminantes, além de estudos de interacbes entre contaminantes
e ambiente fisico (Segner, 1998). As linhagens celulares encontram-se entre os
modelos de estudo mais importantes e aplicaveis, pois uma vez estabelecidas,
representam um suprimento ilimitado de células homogéneas que podem ser
criopreservadas por varios anos ou décadas (Bols et al., 2005), diminuindo o
numero de animais utilizados na experimentacdo e, por conseguinte,
adequando-se as questdes éticas.

Dentre as linhagens imortalizadas de macréfagos disponiveis, destaca-

se a RAW 264.7, oriunda de células tumorais peritoneais induzidas por virus



(Abelson Leukemia Virus) em camundongos (Raschke et al., 1978). Estas
células sao aderentes e apresentam alta taxa de fagocitose e de multiplicagao.
Sao viaveis para testes de toxicidade, pois apresentam metabolismo que
mimetiza macrofagos de culturas primarias (Ramamoorthy e Tizard, 1998), bem
como macréfagos humanos (Shavandi et al., 2011), porém nao sofrem fase de

declinio na proliferagao.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
» Avaliar os efeitos da mistura de nanoparticulas de prata e metais nao

essenciais na linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar, por meio de estudo-piloto, a viabilidade celular, bem como a CLso,
das células quando expostas a diferentes concentragcdes dos contaminantes;

» Avaliar a citotoxicidade dos contaminantes testados através dos ensaios de
exclusao do azul de tripan, MTT, Vermelho Neutro e Cristal Violeta;

» Mensurar o estresse oxidativo através da quantificagcao de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio;

» Verificar a atividade fagocitica através do ensaio de fagocitose com
Saccharomyces cerevisiae;

» Avaliar o potencial de membrana mitocondrial com emprego da sonda JC-10
em citbmetro de fluxo;

» Avaliar os focos de reparo de DNA por meio do ensaio com o anticorpo anti-
v-H2AX;

» Determinar o tipo de morte celular e o tempo de ocorréncia utilizando
marcadores especificos para morte e microscopia confocal,

» Verificar a via de morte celular por meio de Western blotting e anticorpos anti-

proteinas anti-apoptoticas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo da linhagem celular

A linhagem celular de macrofagos murinos, RAW 264.7 (Figura 2) foi
obtida do banco de célula da ATCC, cultivada em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Medium (DMEM) high glucose (Cultilab) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB, Cultilab), antibioticos (10 pg.ml" de estreptomicina e 10
U.mlI" de penicilina, Gibco) e mantida em incubadora a 37 °C e 5% de CO2 Os
subcultivos foram realizados a cada 3 — 4 dias, e a monocamada confluente (70
- 80%) foi removida das garrafas de cultivo por tratamento com solu¢do de
tripsina-EDTA (0,25% tripsina, 0,02% de EDTA em PBS, pH 7,4). A suspensao
celular foi centrifugada a 280 g, ressuspendida em meio de cultura e semeada
na concentragdo de 5x10° - 1x10° células em novas garrafas de cultura de 25
cm? (Kasvi). Cada amostra de células retiradas do Nitrogénio liquido foi utilizada

para subcultivo durante o periodo de 12 passagens ou 1 més.

Figura 2. Linhagem celular de macréfagos murinos RAW 264.7 aderidas a garrafa
Fonte: A autora (2017)

4.2 Plaqueamento

Para os experimentos, 2.0x10° células.ml' foram semeadas. Em
microplacas de 24 pogos, 2.0x10% células eram colocadas no centro da laminula,
em uma gota cujo volume era de 100 ul e em placas de 96 pogos, um volume de

100 pl/pogo contendo 2.0x10% células era adicionado. As placas foram mantidas



em incubadora a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h para adesao e recuperagao das

células.

4.3 Seleg¢ao da concentragao de soro fetal bovino

Anteriormente aos procedimentos de exposicao celular, realizou-se uma
triagem para selecionar a menor concentracdo de soro fetal bovino que
permitisse a adesao e sobrevivéncia das células, porém com proliferagdo minima
ou ausente. Essas condi¢cdes se faziam necessarias para que houvesse uma
interferéncia minima do aumento de numero de células nos ensaios realizados,
além da interacdo indesejada das proteinas presentes no soro com as
nanoparticulas. Para isso, os ensaios de citotoxicidade (MTT, vermelho neutro e
cristal violeta) foram realizados nas células cultivadas em placas de 96 pogos,
com meio DMEM suplementado com SFBa 0, 1,2, 5e 10% por 4, 24 e 48 h.

4.4 Sintese e caracterizagao das nanoparticulas de prata

4.4.1 Sintese

A obtencéo das nanoparticulas de prata foi realizada em parceria com o
Prof. Dr. Arandi Ginane Bezerra Junior no Laboratério Fotonanobio, na
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, utilizando o método fisico de
ablacdo a laser em meio liquido. Este método consiste na focalizagdo de um
feixe de laser de alta poténcia na superficie de um alvo sdlido imerso em
solvente, como exibido na Figura 4, e apresenta como vantagem a dispensa da
utilizacado de reagentes quimicos que deixam residuos nas nanoparticulas.

A sintese foi realizada empregando um alvo de prata (99,99% de pureza)
em 10 ml de agua bidestilada estéril e o laser Nd:YAG laser (Quantronix, Model
117; 200 ns pulses @ 1064 nm, 3 mJ/pulse a 1.5 kHz). O laser focalizou o alvo
metalico a 1 mm abaixo da superficie do liquido com fluéncia de 239 J/cm?. O
alvo foi movido aleatoriamente durante 10 min no plano de foco para obter

condigdes de superficie idénticas, como representado pela Figura 3.



Laser

Lente focalizadora

+— Solvente

— Alvo

Figura 3.Método de ablagao a laser utilizado para a sintese das nanoparticulas de prata.
Fonte:Teixeira Rosa (2014).

Imediatamente apds a sintese, as nanoparticulas foram caracterizadas
para o controle do processo, uma vez que o laser pode sofrer “interferéncias”
externas, devido a variacdo de temperatura, corrente elétrica etc, e também para
assegurar o mesmo padrdao de tamanho e formato para os experimentos. As
NPs-Ag foram caracterizadas por Espectroscopia Ultravioleta Visivel,
Espalhamento dinamico de luz, Potencial Zeta e Microscopia Eletrbnica de
Transmissao, e a concentragdo de NPs-Ag na suspenséao foi determinada por

Espectrometria de Absorcdo Atémica de Chama.

4.4.2 Espectroscopia Ultravioleta-visivel (UV-VIS)

Os espectros de absorcdo das amostras foram medidos por um
espectrémetro Ocean Optics USB2000+, na faixa de 200 a 1050 nm, e resolugao
de 1 nm. Primeiramente foi medido o espectro da luz transmitida do solvente, no
qual as particulas foram produzidas (agua), em uma cubeta de quartzo para que
este sinal seja utilizado como referéncia. Entdo, foi medido o espectro da luz
transmitida através do coloide sob estudo e a quantidade de luz absorvida foi

dada em termos da densidade 6ptica ou absorbancia.

4.4.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)



O didmetro medido com a técnica de DLS é chamado o didametro
hidrodinamico e refere-se ao modo como uma particula difunde-se no interior de
um fluido por meio do movimento browniano (Malvern, 2012).

Utilizando o DLS, os tamanhos das NPs-Ag foram medidos com
Microtrac Nanotrac Ultra NPA-252.

4.4.4 Potencial zeta

O potencial das nanoparticulas foi mensurado utilizando o Zetasizer
Nano® - Malvern no Complexo de Laboratérios Multiusuarios da Universidade
Estadual de Ponta Grossa em duas condi¢des distintas: NPs-Ag dispersas em
meio de cultura com SFB 2% (meio de exposigao as células) na concentragéo
utilizada durante a exposicdo e em agua deionizada (meio em que as

nanoparticulas foram sintetizadas).

4.4.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para a analise em microscopio eletrénico de transmissao, uma gota da
solugdo coloidal de NPs-Ag foi depositada em grades de cobre, anteriormente
revestidas com uma fina pelicula de carbono, e seca a temperatura ambiente.
As imagens foram captadas pelo microscopio JEOL 1200EX-Il, operando a 100

kV, no Centro de Microscopia Eletrénica — UFPR.

4.4.6 Interferéncias com os reagentes/ensaios

A fim de verificar se as NPs-Ag poderiam interferir com os ensaios do
MTT, niveis de espécies reativas de oxigénio e niveis de oxido nitrico, 50 ul de
NPs-Ag e 50 ul dos reagentes 2X concentrados foram incubados, seguidos da
leitura da absorbancia e/ou fluorescéncia nos respectivos comprimentos de onda

dos ensaios.

4.5 Selegao das concentragoes de NPs-Ag, Cd, Pb e Hg



Devido a auséncia de dados na literatura que relacionam NPs-Ag, Cd,
Pb e Hg com macrofagos de mamiferos, ensaios de citotoxicidade (MTT e
Vermelho Neutro) foram realizados para selecionar as concentragbes dos
contaminantes a serem utilizadas na fase seguinte desse trabalho.

As concentragdes utilizadas no screening das NPs-Ag foram: 0; 0,15;
0,30; 0,60; 0,90; 1,20; 2,40; 3,60; 4,80; 6,20; 7,40 e 9,00 ug.ml', do CdCl; (Alfa
Aesar) foram: 0; 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 75;100; 150 e 200 pM, do Pb(NOs3).
(Aldrich) foram: 0; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 250; 500; 1000; 1500 e 2000 uM e do
HgCl. (Puratronic) foram: 0; 0,1; 0,5; 0,75; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 20; 50; 75; 100; 125;
150; 175; 200; 250; 300; 350; 400; 500; 600; 800; 1000 e 2000 uM.

4.6 Delineamento experimental

Baseado na CLsp de cada contaminante, foram selecionadas uma
concentragdo que apresentou efeito claro, proximo ou igual a CLsp e outra
concentragéo com efeito pouco pronunciado ou sem efeito (10x menor).

A exposigao dos macrofagos aos contaminantes foi realizada através da
substituicdo do meio de cultura por um novo meio suplementado com 2% de soro
contendo os contaminantes isolados e/ou a mistura destes, como apresentado
na tabela 1.

Foram escolhidos os tempos de exposicado de 24 h para avaliar os efeitos
produzidos pelos contaminantes quando os mecanismos de defesa ja estariam
esgotados e 4 h para verificar como mecanismos celulares adaptativos

respondem frente a exposicao.

Tabela 1.Grupos experimentais

Control NP 0.36 pg.ml’ NP 3.6 pg.ml”

Cd1 uM NP 0.36 pg.mi' + Cd 1 uM NP 3.6 pg.ml" + Cd 1 pM
Cd 10 pM NP 0.36 pg.ml"+ Cd 10 yM NP 3.6 pg.ml"' + Cd 10 pM
Pb 25 pM NP 0.36 pg.ml"+ Pb 25 yM NP 3.6 ug.ml" + Pb 25 uM

Pb 250 uM NP 0.36 ug.mlI"+ Pb 250 uM NP 3.6 ug.ml' + Pb 250 uM

Hg 15 uM NP 0.36 pg.mlI™'+ Hg 15 uM NP 3.6 pg.ml" + Hg 15 uM

Hg 150 yM NP 0.36 pg.ml"+ Hg 150 yM NP 3.6 ug.mlI" + Hg 150 uM
NP - Nanoparticulas de Prata; Cd — Cloreto de Cadmio;




Pb — Nitrato de Chumbo; Hg — Cloreto de Mercurio.
Fonte: A autora (2017)

4.7 Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade foi mensurada por ensaios que verificam diferentes
condicdes da célula: integridade de membrana plasmatica (azul de tripan),
atividade de desidrogenases, particularmente da succinato desidrogenase
mitocondrial (MTT), atividade/integridade lisossomica (Vermelho Neutro)

coloragao dos acidos nucleicos (Cristal violeta).

4.7.1 Exclusao do Azul de tripan

Para esse ensaio, ap6s o periodo de exposicdo (4h e 24h) aos
contaminantes, o meio de cultura foi retirado da placa e 50 ul do corante azul de
tripan (0,4%, Sigma®) foram adicionados aos pogos da microplaca e apés 1 min
os pogos foram lavados 1X com PBS. Em seguida a placa foi levada ao
microscoépio invertido e 3 - 4 imagens por pogo foram capturadas (Glinski et al.,
2016). A anadlise foi realizada a partir de 30 imagens por grupo experimental (10
imagens por experimento em trés experimentos independentes), com um
numero minimo de 100 células por imagem, classificadas em viaveis ou nao

viaveis.

4.7.2. MTT

Ao final do periodo da exposigdo aos contaminantes (4h e 24h), o meio
de cultura foi retirado e foram adicionados a cada poc¢o 200 pl de novo meio de
cultura contendo a solugdo de MTT (Sigma - concentragao final - 0,5 mg.ml") e
as microplacas permaneceram na incubadora por 2 h. Ao final desse periodo,
todo o meio foi removido e os pocgos foram lavados duas vezes com PBS. Os
cristais insoluveis de formazan foram dissolvidos em 100 ul de DMSO e a
absorbancia foi detectada em espectofotdbmentro a 560 nm (Mosmann, 1983,

com modificagdes).



4.7.3 Retengao do Vermelho Neutro

Ao final das 24h de exposicao, as células foram incubadas em 200 pl de
meio de cultura contendo 50 pg.ml-' de vermelho neutro (Sigma) a 37° C por 3
h. Decorrido esse tempo, os pocos foram lavados trés vezes com solucao
contendo formol (0,5% em &agua) e cloreto de calcio (0,1%) para remog¢ao do
corante nao incorporado e fixagao das células. Em seguida, foram adicionados
300 pl de solugao de acido acético (1%) e etanol a 50% aos pogos para extragéo
do corante. Ap6és 15 min, o conteudo de cada pogo foi homogeneizado para
suspensdo do corante. O conteudo foi deixado em repouso por 5 min para a
precipitacdo dos restos celulares e 200 pl do sobrenadante foram transferidos
para outra microplaca para leitura em espectrofotdmetro a 540 nm (Borenfreund
e Puerner, 1985).

4.7 .4 Cristal violeta

Para este ensaio, apos 24 h de exposi¢do das células, o sobrenadante
foi removido, seguido de uma lavagem com PBS. As células aderidas foram
fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 min e 4 °C. Em seguida, a solugao de
cristal violeta (Merck - 0,25 mg/ml) foi adicionada para coloragéo por 10 min a
temperatura ambiente. A solucdo foi aspirada e o excesso de corante foi
removido por duas lavagens sucessivas com agua destilada. Em seguida foi
adicionado 100 ul de acido acético 33% e levado a um agitador por 30 min para
eluicdo do corante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro

a 570 nm (Vega-Avila e Pugsley, 2011, com modificagées).

4.8 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para detectar os niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) foi
utilizado o marcador fluorescente diclorofluresceina diacetato (Ho.DCFDA), que
se difunde passivamente nas células, ¢é desacetilado (DCFH.) e
subsequentemente oxidado por EROs, originando 27'-diclorofluresceina (DCF)
fluorescente (Hauglang, 1996; Benov et al., 1998). Embora este método

quantifique principalmente o peréxido de hidrogénio, ele ndo é totalmente



especifico para esta espécie reativa de oxigénio, podendo também quantificar o
anion superoxido.

Apds o término do periodo de exposi¢ao (4h e 24h) aos contaminantes,
0 meio de cultura dos pocos foi removido e 200 ul de meio de cultura contendo
10 umoles.I"" de H,DCFDA (Sigma) foi adicionado a cada pogo. Passados 15
min de incubagcdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS, e
posteriormente foi adicionado em cada pog¢o 200 pyl de PBS para leitura em
espectrofluorimetro (A de excitagdo = 488 nm; A de emissao = 530 nm).

Os niveis de EROs foram normalizados pela viabilidade celular obtida
pelo método do azul de tripan, de forma a minimizar a interferéncia da reducéao

da viabilidade de alguns grupos no ensaio.
4.9 Oxido Nitrico (NO)

Apods o periodo de exposicdo aos contaminantes (4h e 24h), 150 ul do
meio de reacdo (sobrenadante) foram transferidos para microplacas pretas e
foram adicionados 10 ul de 2,3-diaminonaftaleno (DAN) a 0,05 mg.mI"" em HCI
0,62M (DAN - Sigma) a cada pogo. Apos 30 min de incubagao em temperatura
ambiente e protegida da luz, a reagao foi interrompida por 5 ul de NaOH 2,8 M.
A formacédo de 1-H-naftotriazol derivada da reacdo do nitrito com 2,3-
diaminonaphthalene foi determinada com um espectrofluorimetro, com
comprimento de onda de excitagdo 365 nm e comprimento de onda de emissao
de 450 nm (Misko et al., 1993, com pequenas modificagbes)

Os dados também foram normalizados pela viabilidade celular obtida
pelo método do azul de tripan, de forma a minimizar a interferéncia da redugao

da viabilidade de alguns grupos sobre 0 ensaio.

4.10 Atividade fagocitica

As células foram cultivadas em laminulas de 13 mm previamente inseridas
em placas de 24 pogos em uma concentragéo de 2,0 x 10% por pogo. Apds 4h de
exposicdo, uma suspensio de 2,0x10° células.ml'de Saccharomyces cerevisiae
em meio DMEM sem soro foi adicionada a cada pog¢o (~10 leveduras por

macroéfago) e incubadas por 2 h a 37°C. Entao, as células foram lavadas duas



vezes em PBS, fixadas em etanol 95% por 1 h, coradas com Giemsa (Merck), e
laminas permanentes foram montadas com Permount.

O numero total de macréfagos, o numero de macréfagos com leveduras
internalizadas e o numero de leveduras englobadas foi determinada sob
microscoépio de luz com lente objetiva de 40X, como mostra a Figura 4. Entre 25
- 100 células por campo de um total de 10 a 30 campos foram analisadas por
grupo experimental. Os dados da contagem, de 0 a 16 leveduras por célula,
foram convertidos para V(nimero de leveduras+1) para comparacdes

estatisticas.

*I'

Figura 4. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae pelas células RAW 264.7. Na ponta da seta
as leveduras fagocitadas apresentando “halo” caracteristico do fagolisossomo. “N” indica o
nucleo.

Fonte: A autora (2017)

4.11 Potencial de Membrana Mitocondrial

O Potencial de Membrana Mitocondrial (MMP) foi determinado utilizando
Mitochondra Membrane Potential Kit JC-10 Assay para citometria de fluxo
(Sigma) seguindo as instrugdes do fabricante. Esse reagente é catidnico e se
acumula na mitocondria de acordo com o potencial da membrana. Ele forma
espontaneamente J-agregados com intensa fluorescéncia vermelha
(excitagdo/emissdo = 540/570 nm) em células com alto MMP. Em células
apoptdticas ou ndo saudaveis, no entanto, a MMP colapsa e JC-10 permanece
na forma monomeérica, o qual gera apenas uma fluorescéncia verde (excitagao /
emissao = 485/535 nm).

Para o ensaio, as 5x10° células foram cultivadas em garrafas de 25 cm?
durante 24 h e expostas aos contaminantes por 4 h. As células foram

desaderidas utilizando tripsina-EDTA, centrifugadas e incubadas com a sonda



por 30 min a 37°C. Apds isto, foram centrifugadas novamente e ressuspendidas
em tampdo de ligagdo. Para esse ensaio apenas alguns grupos foram
selecionados (controle negativo e 8 grupos) de acordo com os efeitos
demonstrados em 4 h de exposig¢ao (aumento dos niveis de EROs e NO).

A aquisigcédo de dados foi realizada apés calibragéo do citdmetro de fluxo
com populacao de células sem marcacao e com controle positivo de marcacéo.
Em cada analise, 1x10% eventos foram considerados. Os dados foram obtidos no
citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando os detectores FL1 e FL2 e 4
experimentos independentes foram realizados. A diminuicdo do MMP foi
indicada por um aumento da fluorescéncia no quadrante LR (verde). A
porcentagem das células nos quadrantes foi calculada usando o software

Flowing e normalizada pelo grupo controle para fins de comparagao estatistica.

4.12 Focos de reparo de DNA

As células foram cultivadas em laminulas de 13 mm previamente
inseridas em placas de 24 pocgos. Apds 4 h exposigao, as células foram lavadas
em PBS (pH 7,4), fixadas em paraformaldeido a 4% durante 20 min, bloqueadas
com glicina 0,1 M durante 10 min, lavadas duas vezes em PBS, bloqueadas com
albumina a 1%, saponina a 0,01% em PBS durante 10 min e incubadas com o
anticorpo primario anti fosfo-H>AX (Sigma 1:1000, em albumina a 1%, saponina
a 0,01% em PBS) durante 1 h, seguido por anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com TEXAS RED (1:200, Jackson Immuno Research Laboratories).
As laminulas foram montadas utilizando meio de montagem Vectashield com
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, Vector Laboratories), que cora o DNA, e as
imagens foram adquiridas no microscépio confocal Nikon ATRSIMP (NIKON,
Tokyo, Japao). O numero de focos de reparo do DNA em cada nucleo foi contado
e classificado em quatro categorias: 0 (sem foco), 1 (1-3 focos), 2 (4-10 focos) e
3 (=11 focos). Os valores atribuidos a cada nucleo (0, 1, 2 e 3) foram convertidos

para V(valor+1) para comparagdes estatisticas.

4.13 Detecgao Intracelular de NPs-Ag, Cd e Pb



As células (5x10* células/pogo) foram cultivadas em placas de fundo de
vidro (Greiner Bio-one #627870). Apos 24 h de exposi¢do, as células foram
lavadas trés vezes com NaCl 0,85%, e incubadas por 60 min a 37 °C, protegida
da luz com as sondas Leadmium Green (Molecular Probes, Invitrogen - #A10024;
especifica para Cd e Pb intracelular, conforme instrugdes do fabricante), 75 nM
de LysoTracker (Molecular Probes, Invitrogen - L-7528; especifico para
compartimentos acidos) e 0,2 ug.ml' de Hoechst (especifico para DNA).

As células foram lavadas duas vezes com solugao salina e visualizadas
em microscopio confocal Nikon A1TRSIMP (NIKON, Tokyo, Japéo). O software
NisElements (NIKON, Tokyo, Japan) foi utilizado para ajustar os parametros de

fluorescéncia das imagens.

4.14 Morte celular

A fim de verificar o tipo de morte celular e em quanto tempo de exposicéo
isso ocorre, imagens em time-lapse foram capturadas para as células expostas
as maiores concentragdes dos contaminantes e misturas. As células (5x10%
células / compartimento) foram cultivadas em placas de fundo de vidro (Greiner
Bio-one #627870) e incubadas com Hoechst (0,2 ug.ml"), Anexina V-FITC e
lodeto de Propidio (0,25 ug.ml”'. BD Biosciences) em camara de gas COg,
umidade e temperatura constante de 37 °C no microscopio de multiphoton
confocal de varredura Nikon ATRSIMP (NIKON, Toquio, Japao). As imagens
foram capturadas a cada 15 min (a partir do momento da exposigao) durante 24
h e o Software NisElements 4.20 (NIKON, Toquio, Japao) foi utilizado para a
visualizagao das imagens e produgao de video.

Os dados acima foram corroborados por um experimento realizado em
High Content Imaging, gentilmente disponibilizado pela empresa Molecular
Devices, em placa de 96 pogos (Corning® 96 Well Flat ClearBottom Black
Polystyrene TC-TreatedMicroplates, Cat. #3603) apdés 24 h de exposicédo
utilizando os mesmos marcadores fluorescentes. Foram obtidas 16 imagens por
poco, em objetiva de 20X e as imagens foram processadas utilizando o software
MetaXpress®.

4.15 Preparacgao dos lisados celulares e separagao das proteinas



As células foram cultivadas em placas de 6 pogos (1x108 células/pogo),
expostas aos contaminantes por 8 h, tempo necessario para inicio do processo
de morte acontecer (vide item 5.11.2), ressuspensas em 500 ul de tampéao de
lise Low Ripa (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,5% Triton
X-100, 1 mM fluoreto fenil-metil-sulfonila (PMSF) e coquetel inibidor de proteases
(Sigma)) e congeladas/descongeladas por 3 vezes. O material foi centrifugado a
13000 g por 15 min a 4° C e o sobrenadante recolhido.

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (1976), reduzidas
e desnaturadas com tampéao de amostra redutor (Tris-HCI 1 M pH 6,8, SDS 0,1%,
Glicerol 10%, Azul de bromofenol 0,02% e B-mercapto-etanol 5%) e aquecidas
a 100 °C por 5 min. Foram separadas de acordo com o tamanho através da
corrida eletroforética em mini-gel de poliacrilamida a 4% (gel de empilhamento)
e 8% (XIAP — MM = 57 kDa) e 12% (Bcl 2 — MM = 26 kDa) para separagao, com
aplicagao de 30 pg de proteinas totais por pog¢o do gel e campo elétrico vertical.
Foi utilizado tampao de corrida para SDS-PAGE (Tris base 25 mM, Glicina 190
mM, SDS 0,1%) e a velocidade foi ajustada para 15 mA com voltagem variada.
O marcador de massa molecular (Kaleidoscope — broad range - Biorad 1610324)
foi utilizado para monitoramento do perfil eletroforético. Para a visualizacédo das
bandas formadas apds a separagao eletroforética, as proteinas foram coradas
com solugao contendo: 0,1% de Comassie Brilliant Blue (R250), 10% de &cido
acético e 45% de metanol, permanecendo 30 min no biomixer. O gel foi lavado
com DESTAIN (metanol a 50% + acido acético glacial a 15%) com sucessivas

trocas para retirar o excesso de corante.

4.16 Western Blotting

As proteinas do gel de poliacrilamida separadas por SDS-PAGE foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad®, poro de 0,45 pm)
em uma cuba contendo tampé&o de transferéncia (Tris-base a 25 mM, Glicina a
192 mM, SDS a 0,037% e metanol a 20%). A velocidade da corrida foi ajustada
para 100 V, com amperagem variada, durante 60 min a 0 °C. Em seguida, a
membrana foi bloqueada com leite sem gordura 5% (Molico) em solugéo de TBS-
T (20 mM de Tris, pH 7.4, 120 mM de NaCl e 0.05% de Tween 20) sob agitagao

em temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada com



os anticorpos primarios anti-Bcl2 (1:500) e anti-XIAP (1:250) do Apoptosis |
Sampler Kit (BD-612741) sob agitagédo constante overnight a 4° C. Entéo, a
membrana foi lavada com TBST 3 vezes por 5 min para a remocado dos
anticorpos primarios nao ligados e foi incubada com o anticorpo secundario anti-
imunoglobulina de camundongo conjugada a peroxidase (Sigma) por 1 h em uma
diluicdo de 1:2000. As proteinas puderam ser visualizadas através de um
substrato quimioluminescente (Pierce ECL, Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ) sobre a membrana exposta a um filme de raio-X sensivel (Amersham
Biosence) em um intervalo de até 20 min. Para detecgao do padrédo interno, foi

utilizado o anticorpo primario anti-a-tubulina (Santa Cruz - diluigdo 1:2000).

4.17 Analises estatisticas

Ao menos trés experimentos independentes foram realizados para os
ensaios quantitativos. Os dados foram testados quanto a normalidade
(D'Agostino & Pearson omnibus) e analisados através de ANOVA uma via
(dados com distribuicdo normal) ou Kruskall-Wallis (dados sem distribuicéo
normal). Foram realizados os pos testes de Dunnett ou Dunns (quando
apropriado). As seguintes comparagdes foram realizadas: controle versus
grupos isolados de exposigao e controle versus grupos de mistura (efeito em
comparagao com o controle) e cada grupo de mistura versus contaminantes
individuais presentes naquela mistura particular (efeito de interacdo de ambos
os contaminantes). Um valor de p <0,05 foi assumido como estatisticamente

significativo.



5. ANALISE DOS RESULTADOS
5.1 Sintese e caracterizagao das NPs-Ag

A suspensdo de NPs-Ag apresentou uma coloragdo “marrom-
amarelada” logo nos primeiros minutos de ablagdo e permaneceu com as

mesmas caracteristicas (auséncia de precipitados e/ou agregados) por mais de

6 meses apods a sintese, como apresentado na figura 5.

W

Figura 5. Aspecto da suspensao de NPs-Ag
Fonte: A autora (2017)

5.1.1 UV-VIS

A analise por UV-VIS é realizada com base nos valores de absorbancia
maxima (A max), comprimento de onda maximo (A max) e largura a meia-altura
(FWHH, do inglés full width at half-height), como exemplificado na Figura 6. O
valor de A max esta relacionado ao numero de particulas formadas e FWHH nos
da uma ideia da polidispersidade (Link e ElI-Sayed, 1999). J& A Max esta
relacionado ao tamanho das NPs, sendo que se observa um deslocamento para

o vermelho deste valor com o aumento no tamanho das NPs (Jain et al., 2008).
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Figura 6. Banda SPR tipica de NPs-Ag esféricas
Fonte: Signori (2010).

A suspensao foi submetida, logo apds sua sintese, a leitura no
equipamento UV-VIS e apresentou um pico de absor¢gdgo em 400 nm,
caracteristico da NPs-Ag, como pode ser visto na Figura 7. Além disso, as NPs-
Ag coloidais também apresentaram uma coloragdo marrom amarelada tipica,
que corresponde ao espectro resultante da absorgao de fétons com comprimento

de onda em torno de 400 nm.
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Figura 7. Espectro de absor¢ao UV/Vis da amostra de NPs-Ag em agua. As diferentes cores
demonstram diferentes amostras apresentando o mesmo pico em 400 nm.
Fonte: A autora (2017)

Nanoparticulas metélicas, como as NPs-Ag, apresentam propriedades
Opticas interessantes, caracterizadas por uma ressondncia devida a uma
oscilacao coletiva de elétrons de superficie, decorrente da alta razao

superficie/volume. Este efeito, conhecido como ressonancia de plasma pode ser



visto por uma forte absorgéo na regidao do visivel. O comprimento de onda da
banda é fortemente dependente de fatores como tamanho e forma das NPs, bem
como do meio em que estas se encontram. Por isso, a espectroscopia UV-Vis
tem sido muito utilizada para se obter informagdes qualitativas a respeito da
distribuicao de tamanho das NPs através do valor maximo da banda e também

da largura a meia altura desta banda (Castro, 2009).

5.1.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz (DLS - do inglés Dynamic light
scattering) é utilizado para avaliar a distribuicdo da populacdo de tamanhos de
particulas suspensas em meio liquido (Berne e Pecora, 2000). Em técnicas
baseadas na luz difundida, € empregado um feixe de raio laser que entra em
contato com as particulas em um fluido e o resultado da luz difundida fornece os
dados da distribuicdo dos tamanhos das particulas. O principio empregado é de
que quando uma particula atravessa um feixe de laser, um espalhamento de luz
em angulo acontece, e este é inversamente proporcional ao seu tamanho
(Machado, 2012). Essa observagao foi primeiramente realizada por Gustav Mie,
através da resolucao das equacdes de Maxwell para sistemas nanométricos,
utilizando condi¢des de contorno adequadas e supondo particulas esféricas, ele
deduziu que essa dispersao é dependente do didametro das particulas presentes
no sistema (Pereira, 2009; Filho, 2008). Esta técnica fornece detalhadamente a
distribuicdo das populacdes de tamanhos das nanoparticulas sintetizadas e gera

histogramas dessas distribuicées, como pode observado na Figura 8.
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Figura 8. DLS da suspensao de NPs-Ag. Particulas com tamanho entre 1 e 4 nm.
Fonte: A autora (2017)

A suspensao de NPs-Ag apresentou uma estreita distribuicdo de
tamanho, com prevaléncia entre 1-2 nm, chegando até a 4 nm, equivalente a
95% da amostra

Esse tamanho reduzido justifica a toxicidade das particulas. Para Lim et
al. (2012) o tamanho das nanoparticulas foi considerado um dos fatores mais
importantes que influenciam a toxicidade e as interagdes com sistemas
biolégicos, além da sua composi¢do, estrutura, forma e revestimento da
superficie. Carlson et al. (2008) descobriram que NPs-Ag com 15 nm podem
gerar mais EROs em comparagdo com NPs-Ag de 55 nm em macrofagos.
Usando quatro linhagens de células (A549, HepG2, MCF-7, SGC-7901), Liu et
al., (2010) descobriram que NPs-Ag de 5 nm foram mais téxicas do que 20 e 50
nm. Wang et al. (2014) observaram que NPs-Ag de 20 nm mostraram mais
citotoxicidade do que NPs-Ag de110 nm e gerou adicionalmente inflamagéo
neutrofilica aguda nos pulmdes de camundongos.

A agregacéao das nanoparticulas € um grande empecilho, normalmente,
dificultando a interpretagcdo dos resultados. Entretanto, as nanoparticulas
utilizadas mantiveram-se estaveis por um periodo minimo de 6 meses (adotado
como periodo maximo para utilizagdo nos ensaios) ou com uma pequena taxa
de agregacédo que ndo compromete 0s ensaios uma vez que se mantiveram

menores que 5 nm (Figura 9).
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Figura 9. DLS da mesma amostra de NPs-Ag. Em preto: analise de tamanho imediatamente
apos a sintese; em azul: andlise de tamanho 6 meses apds a sintese.
Fonte: A autora (2017)

5.1.3. Potencial Zeta

O Potencial Zeta € uma medida da magnitude da repulsdo, atragéo
eletrostatica ou cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais
que afetam a estabilidade de uma suspensao. Seu valor pode ser relacionado a
estabilidade de suspensdes indicando o grau de repulsdo entre particulas
adjacentes e similarmente carregadas em uma dispersdo. Para particulas
pequenas, um Potencial Zeta alto conferira estabilidade, o que significa que a
suspensao resistira a agregacédo. Quando o Potencial € baixo, a atracdo excede
a repulsao e a suspenséo floculara. Em geral, o limite que divide as suspengdes
em estaveis e instaveis € marcada em +30 mV e -30 mV, assim particulas com
Potencial positivo superior a +30 mV ou Potencial negativo inferior a -30 mV séo
normalmente consideradas estaveis.

As medidas de Potencial Zeta de diversas amostras apresentaram valor
meédio de -26,4 mV para NPs-Ag suspensas em agua. Este valor indica que as
NPs-Ag estavam estaveis ou com pequena tendéncia a agregagdo em meio
aquoso, uma vez que o valor esteve préximo do limite (-30 mV) considerado
como estavel. Para as amostras suspensas em meio de cultura celular, o valor
meédio do Potencial Zeta foi de -7,45 mV (Figura 10).
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Figura 10. Potencial Zeta das NPs-Ag em agua e em meio de cultura.
Fonte: A autora (2017)

Essa diminuicado de Potencial Zeta em meio de cultura celular pode estar
relacionada com a presenca de ions e eletrdlitos no meio, que influenciam na
medicao, além da adsorcéo de biomoléculas como proteinas do soro fetal bovino
na superficie da nanoparticula. A aquisicao de cargas na superficie da particula
acontece com a maioria das particulas dispersas em um sistema aquoso,
principalmente por ionizagdo de grupos ou adsorgdo de espécies carregadas.
Consequentemente, as cargas da superficie modificam a distribuicdo dos ions

na interface, resultando em uma camada ao redor da particula diferente da

solucao.
5.1.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As analises das imagens de MET corroboram o resultado apresentado
no tépico 5.1.2. Observou-se em sua maioria nanoparticulas esféricas e com

didmetro aproximado de 1 a 3 nm (Figura 11).



Figura 11. MET de uma amostra de NPs-Ag. Particulas com tamanho entre 1 e 3 nm
Fonte: A autora (2017)

A caracterizagdo das nanoparticulas assim como a andlise de seu
tamanho se faz imprescindivel em todo estudo que avalia seus efeitos bioldgicos
uma vez que a citotoxicidade e genotoxicidade sao influenciadas pela variagéo
de tamanho das particulas (Gliga, 2014). Além disso, a relagdo volume x area de
superficie e a reatividade da superficie também pode ser alteradas em virtude
do tamanho da particula (Carlson, 2008; Chen e Zhang, 2012; Brito, 2014).

5.1.5 Interferéncias com os reagente/ensaios

Nos testes de interferéncia das NPs-Ag com os reagentes dos ensaios
nao verificamos influéncia na absorbancia ou fluorescéncia dos ensaios (dados
nao mostrados), diferente de estudos recentes (Ahmed et al., 2017) que afirmam
que as nanoparticulas interferem no resultado final do ensaio. No entanto, Kumar
et al (2015) demonstraram que o tamanho das NPs-Ag tem relagéo direta com
esta influéncia. Em seu trabalho, NPs-Ag de 100nm interferiram mais no
resultado final do ensaio de MTT em relagdo a NPs-Ag de 10nm. Sabendo disso,
adotamos a inexisténcia de tais interferéncias ao diminuto tamanho das NPs-Ag

utilizadas nesse trabalho.

5.2 Selegcao da concentragao de soro

A fim de reduzir a proliferacéo celular durante as 24h de exposigao aos

contaminantes, fato esse que poderia mascarar os resultados de citotoxicidade,



testamos diferentes concentragbes de Soro Fetal Bovino (0, 1, 2 e 5%) e
comparamos com a concentracao de 10% de SFB, adotada como padrao para
cultivo celular.

A diminuicao da producéao de cristais de formazam ocorreu apés 4 h na
presenca de SFB a 2% e entre 24-48 h com 5% de SFB. A retencao de vermelho
neutro nao foi afetada apds 4 h de cultura, mas aumentou apos 24 h sem SFB e
diminuiu ap6s 48 h com 5% de SFB. No ensaio do Cristal Violeta, o niumero de
células diminuiu ap6s 4 h, continuando até 48 h na auséncia de SFB. Na
presenca de SFB a 1%, o numero de células diminuiu apés 24 h; e na presenca
de SFB a 2%, uma diminuigdo no numero de células foi encontrada apés 4 h e
48 h (Figura 12). Diante desses resultados, a concentracao de 2% foi eleita para
ser utilizada durante o periodo de exposicdo, uma vez que os testes de MTT e
cristal violeta diminuiram, indicando uma diminui¢ao da proliferacao celular, mas
a retencdo de vermelho neutro ndo foi afetada, indicando que a viabilidade
celular nao foi afetada. Ademais, a diminuicdo dos fatores presente no SFB
parece mais adequada a abordagem toxicolégica, uma vez que diminui a
interferéncia na disponibilidade dos poluentes, ja relatado por Liebel et al. (2015)
e em especial na estabilidade e disponibilidade das NPs-Ag que sofrem grande
influéncia do meio que estdo dispersas como demonstrado por Krystek et al.
(2015).
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Figura 12. Citotoxicidade (MTT e Vermelho Neutro e Cristal violeta) apds 4h, 24h e 48h de
cultivo, com diferentes concentragdes de SFB. Média + erro padrao da média. Asterisco (*) indica
diferenca significativa em relagéo ao grupo cultivado com 10% de SFB. * p<0,01; **p<0,001; ***
p<0,0001.

Fonte: A autora (2017)

5.3 Selegao da concentragao dos contaminantes
5.3.1 Nanoparticulas de prata
De acordo com o ensaio de MTT, a citotoxicidade aumentou

significativamente a partir de 0,3 ug.ml-'de NPs-Ag, e apresentou como CLso

concentragdes = 4.8 ug ml"' (Figura 13). Shavandi et al. (2011) encontraram para



NPs-Ag de 18 - 34 nm a ClLso de 4 pug.ml"' para macréfagos peritoneais de
camundongo. Park (2011) também demonstrou na linhagem celular de
macrofagos U937, que as NPs-Ag de 5 nm apresentam citotoxicidade em
concentragbes entre 3,125 e 6,25 yg.ml' e particulas de 100 nm provocaram
citotoxicidade apenas em concentragdes acima de 25 ug.ml'. Em outro trabalho,
utilizando NPs-Ag de 70 nm, mesmo em uma concentragdo de 50 pg.ml' ndo
houve respostas citotoxicas. Isso indica que a entrada de nanoparticulas
menores na célula seja mais facil em comparagao com particulas maiores (Park,
2011).

A partir dos dados do ensaio de MTT, as concentragées 0,36 ug.ml”' e
3,6 ug.ml' foram selecionadas, respectivamente, como no téxica ou pouco
toxica e toxica para os ensaios seguintes. O ensaio de Retengado do Vermelho
Neutro demonstrou ser para esse tipo celular um teste menos sensivel e nao foi

utilizado para a escolha das concentracdes dos contaminantes.
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Figura 13. Screening das concentragdes de Nanoparticulas de Prata apos 24 h de exposicao,

através dos ensaios de citotoxicidade (MTT e Vermelho Neutro) para selecionar as

concentracgdes utilizadas no presente estudo. Média + erro padréo. Asterisco (*) indica diferenca

significativa em relagéo ao grupo controle (concentragao “0”). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
Fonte: A autora (2017)

5.3.2 Cloreto de Cadmio

O screening de concentragdo para CdCl> demonstrou que a
concentracdo de 1 yM néo foi citotdxica, provavelmente devido a um eficiente
“tamponamento” do metal por metalotioneinas presentes na célula e induzidas
pelo metal. As metalotioneinas sdo uma classe de proteinas intra-celulares nao-

enzimaticas amplamente conhecidas pela sua capacidade de ligagdo ao Cadmio



(Gerson e Shaikh, 1982) e outros metais bivalentes (Chen et al., 2014) tendo
como uma de suas principais funcdes a detoxificacdo de metais pesados e outros
agentes potencialmente danosos, como radicais livres (Vignesh e Deepe Jr,
2017). Bucio et al. (1995) demonstraram que 0,5 — 1,5 yM de CdCl. induziram
aumento da concentragdo de metalotioneinas em células hepaticas fetais.
Entretanto, em concentragdes superiores a 2 yM de CdCl2 houve uma redugao
abrupta do numero de metalotioneinas.

No presente trabalho, de acordo com o ensaio do MTT, encontramos a
CLso= 10 uM (Figura 14) e por isso, as concentragdes escolhidas para os ensaios

seguintes foram 1 yM e 10 pM.
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Figura 14. Screening das concentragoes de Cloreto de Cadmio apds 24 h de exposigéo, através
dos ensaios de MTT e Vermelho Neutro para selecionar as concentracgdes utilizadas no presente
estudo. Média * erro padrao. Asterisco (*) indica diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (concentragao “0”). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Fonte: A autora (2017)

5.3.3 Nitrato de Chumbo

A primeira concentracdo que apresentou diminuicdo de viabilidade
significativa em relagdo ao grupo controle, no ensaio de MTT, foi de 250 uM
(Figure 15). Por isso, essa concentracao foi eleita como a concentragédo que
apresentou efeito a ser utilizada nos ensaios futuros e 25 pM foi eleita a como a

concentragao sem efeito/ com baixo efeito aparente.
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Figura 15. Screening das concentragdes de Nitrato de Chumbo apds 24 h de exposicao, através
dos ensaios de MTT e Vermelho Neutro para selecionar as concentragdes utilizadas no presente
estudo. Média * erro padrdo. Asterisco (*) indica diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (concentragao “0”). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Fonte: A autora (2017)

5.3.4 Cloreto de Mercurio

De acordo com os resultados obtidos em ambos os ensaios, o HgCl>
demonstrou ser “tamponado” por mecanismos celulares. O Hg é muito eletrofilico
e possui grande afinidade por grupamentos sulfidrila (nucledfilos), (Fabbri et al.,
2012; Syversen e Kaur, 2012), como os presentes nas moléculas de glutationa
e metalotioneina. Assim, é esperado que estas moléculas capturem ou reajam
com o Hg, impedindo a interagdo do Hg com outros alvos celulares e, desta
forma, reduzindo o efeito toxico do Hg (Liu et al.,1995; Who, 1992).

A formacao de formazan permaneceu quase constante até mesmo em
altas concentracdes, e caiu bruscamente para quase 0%, no ensaio de MTT,
apos atravessar o limiar de 200 uM. Aparentemente esta foi a concentracéo de
Hg necessaria para causar deplegao do sistema de defesa celular. Tendo isso
em vista, a concentracao téxica escolhida foi 150 yM por ultrapassar o limite do
tamponamento e diminuir a viabilidade significativamente. A outra concentragéo
escolhida, foi 10X menos que esta (15 uyM), esperando pequeno efeito , como

pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16. Screening das concentragdes de Cloreto de Mercurio apos 24 h de exposi¢ao, através
dos ensaios de MTT e Vermelho Neutro para selecionar as concentragdes utilizadas no presente
estudo.Média + erro padrédo. Asterisco (*) indica diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (concentragao “0”). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Fonte: A autora (2017)

5.4 Ensaios de citotoxicidade

5.4.1 Exclusao do Azul de tripan

Nao houve diferenca na viabilidade celular apés 4 h de exposi¢cao aos
contaminantes (dados n&o apresentados).

Apods 24 h, a diminuicdo da viabilidade celular ocorreu apds a exposicao
10 uM de Cd (47%), 250 uM de Pb (11%) e todas as misturas contendo NP + Cd
(variando de 9 a 92%) e NP + Pb (variando de 11 a 16%). A interagéo ocorreu
para Cd (3/4 grupos), Pb(1/4 grupos) e Hg (1/4 grupos), sendo o grupo NP 3.6 +
Cd 10 com resultado mais expressivo com a viabilidade reduzida a 9%, como

pode ser visto na figura 17.
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Figura 17. Citotoxicidade pelo ensaio de exclusdo do Azul de Tripan apds 24 h de exposicao.
Os asteriscos (*) indicam diferencas significativa em relagdo ao grupo controle (* p<0,05;
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trés experimentos independentes. Concentragdes: AQNP em ug ml™" e metais em pM.

Fonte: A autora (2017)

A figura 18 exibe de forma ilustrativa o efeito pronunciado da mistura NP
3.6 + Cd 10 apresentado na figura 18. Notou-se que o grupo controle apresentou
células com morfologia e confluéncia caracteristicas. No grupo NP 3.6 € possivel
notar que as células apresentaram vacuolos e possuem conteudo intracelular de
cor marrom, resultado da endocitose das NPs-Ag. No grupo Cd 10 ha uma
diminuicdo aparente no numero de células. Isso aconteceu devido a morte das
células que ocupavam aquele local da placa ao longo da exposi¢ao, e sua
posterior fagocitose pelas demais células viaveis ao redor. Esta hipdtese pode
ser corroborada no ensaio de morte celular, descrito no item 5.11.2, que
demonstrou que as células morrem por apoptose e nao se soltam
completamente do fundo da placa. O mesmo acontece no grupo NP 3.6 + Cd 10
que apresentou um numero ainda menor de células no campo e as que restaram

encontraram-se coradas pelo tripan.



Figura 18. Aspecto visual da citotoxicidade pelo ensaio de exclusdo do Azul de Tripan apds 24
h de exposicao. Células viaveis — células claras. Células inviaveis - células coradas em azul
(indicadas pela seta). Interagéo evidente em NP 3.6 + Cd 10. Concentragdes: NP-Ag em ug ml!
e metais em pM. Barra: 50 ym.

Fonte: A autora (2017)

O método utilizado é bastante seguro para esse tipo celular, uma vez
que as células sao individualizadas e ndo formam grumos; Nao houve
desadesédo das células mortas e a possibilidade de visualizar a célula corada,
aderida no poco da microplaca foi importante no momento da analise. Além
disso, devido ao carater visual e manual de quantificagao, foram diminuidas as
variaveis que sdo comuns em outros métodos quantitativos.

Esse método utilizou como principio a exclusado do corante vital azul de
tripan (Phillips, 1973). O corante penetra no interior de células que perderam a
integridade da membrana plasmatica. Assim, é possivel detectar células nao
viaveis, cuja membrana, por apresentar danos, permite a incorporagdo do
corante, corando-se de azul. Por outro lado, como a integridade da membrana é
pré-requisito para viabilidade celular, as células viaveis ndo sao coradas (Ribeiro
et al.,, 2003). Todavia, sabe-se que a membrana plasmatica s6 perde sua
integridade nos estagios finais da apoptose ou se sofrer o processo de necrose.
Portanto, a limitagdo deste ensaio foi ndo detectar células que estejam no estagio
inicial de apoptose ou células que tenham rompido completamente. Por esse

motivo, realizamos o teste de morte celular usando marcadores fluorescentes



especificos para identificar e diferenciar o numero de células que néo sao viaveis

em estagio inicial ou final de apoptose, mostrado em 5.11.

542 MTT

Este ensaio se baseia na capacidade de células viaveis e
metabolicamente ativas reduzirem enzimaticamente o MTT (3 - [4, 5-dimetil-2-il]
-2, brometo de 5-difenil tetrazdlio) a sais de formazam de cor purpura que podem
ser quantificados por espectrofotometria apds diluicdo com DMSO (Reilly et al.,
1998). Sendo as desidrogenases mitocondriais as principais responsaveis pela
reacdo de reducado, para que esta reacao ocorra ha a necessidade de que a
célula esteja viavel e suas mitocdndrias funcionais.

Pela analise do MTT, o aumento da atividade das desidrogenases
ocorreu com 4 h de exposi¢céo a NPs-Ag (variando de 25 até 35%), aos 3 metais
(variando de 20 até 30%) e a maioria das misturas de NP + Pb (3/4 Grupos) e
NP + Hg (4/4 grupos). Com relagdo as associagbes dos contaminantes, os
grupos NP 0.36 + Cd1, NP 0.36 + Cd10 apresentaram diminui¢ao significativa
em relagcdo a exposicdo aos contaminantes isolados, evidenciando que as
mitocondrias sofrem os efeitos da mistura logo nas primeiras horas de exposicao.
Os grupos NP 3.6 + Pb 250 e NP 3.6 + Hg 15 tiveram aumento da atividade das
desidrogenades em relacao aos grupos expostos de forma isolada (Figura 19A).

Em 24 h, observou-se uma mudanca no padrao de resposta. A
citotoxicidade foi evidente, com diminuicdo da atividade das desidrogenases
apos exposig¢ao a todos os grupos de contaminantes, com excegao de Hg. Com
relagdo as associagdes, os grupos NP 3.6 + Cd 10 e NP 3.6 + Pb 25
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao seus contaminantes
isolados, evidenciando que os efeitos das associacdes podem ser mais
deletérios as células, do ponto de vista mitocondrial (Figura 19B). A perturbacgéo
da atividade mitocondrial foi relatada para Cd?* (Yano e Marcondes, 2005;
Murugavel et al., 2007; Shao et al., 2014;) e AgNP (Piao et al., 2011; Shavandi
et al., 2011, Teodoro et al., 2011), confirmando o achado atual. Também Pb?*
(Korashy e El-Kadi, 2004) e Hg?* (Vergilio et al., 2015) podem ter a toxicidade

explicada por disturbios mitocondriais. Em geral, os mecanismos podem variar



de desacoplamento direto do transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa até

aumentos de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO).
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Figura 19. Citotoxicidade pelo ensaio de MTT apds 4 h e 24 h de exposicéo. Os asteriscos (*)
indicam diferengas significativa em relagéo ao grupo controle (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001).
O simbolo # indica interagao (diferencga significativa entre a mistura e os contaminantes isolados)
(p<0,05). Os dados sao apresentados como média + erro padrdo de trés experimentos
independentes. Concentragdes: AGNP em ug ml' e metais em puM.

Fonte: A autora (2017)

5.4.3 Retengao do Vermelho Neutro



O ensaio de vermelho neutro € uma analise colorimétrica para
quantificacdo de permeabilidade de membrana e atividade lisossémica de
células em resposta a compostos estranhos. Esse ensaio baseia-se na
capacidade das células viaveis de incorporar e assimilar o vermelho neutro
dentro dos lisossomos. O vermelho neutro € um corante catidnico fraco, que
penetra prontamente nas membranas e € acumulado intracelularmente nos
lisossomos (meio mais acido no lisossomo), onde se combina com a parte
aniénica da matriz lisossOmica (Svendsen et al., 2004). Mudangas na superficie
celular ou membrana lisossOmica levam a fragilidade lisossémica e outras
mudangas que se tornam gradativamente irreversiveis. Tais alteragcbées ocorridas
pela acao de xenobidticos resultam na diminuicdo na retencdo do Vermelho
Neutro. A quantidade de corante incorporado as células € diretamente
proporcional ao numero de células com membrana intacta.

A retencao do vermelho neutro foi reduzida em células expostas a 3,6
ug ml' de NPs-Ag (20%), aos 3 metais (variando de 12 até 34%), a nas misturas
de NP + Cd (4/4 grupos), NP + Pb (3/4 grupos) e NP + Hg (2/4 grupos).

Entretanto, ndo houve efeito de interagéo (Figura 20).
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Figura 20. Citotoxicidade pelo ensaio de Reteng¢ao do Vermelho Neutro apos 24 h de exposigao.
Os asteriscos (*) indicam diferencas significativa em relagdo ao grupo controle. (* p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001). O simbolo # indica interagéo (diferenga significativa entre a mistura e os
contaminantes isolados) (p<0,05). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao de
trés experimentos independentes. Concentragdes: AQNP em pg ml™" e metais em pM.



Fonte: A autora (2017)

Entretanto, a reducdo da retencdo do vermelho neutro ndo foi
proporcional a reducédo do numero de células viaveis, apresentado no item 5.4.1.
Sabendo que a incorporacdo do Vermelho Neutro por células viaveis pode ser
modificada por alteracdes na superficie celular ou na membrana lisossomal uma
proposicao para esse fato € a de que o contato com os contaminantes pode ter
causado a ativagao das células viaveis, acarretando em maior producido de
vesiculas endociticas e consequentemente uma maior retengdo do corante
vermelho neutro em todos os grupos, minimizando e mascarando as diferengas.
Xu et al (2015) demonstrou que Nanoparticulas de Prata induziram o acumulo
de autofagossomos em mondcitos THP-1 pelo bloqueio do fluxo autofagico e
levaram a uma deficiéncia lisossomal significativa incluindo alcalinizagdo e
diminuicdo da estabilidade da membrana lisossomal. Além disso, diferencas
pouco evidentes no teste do vermelho neutro ou mascaradas por reagdes
intracelulares da célula RAW 264.7 também foram observadas por Martins de

Oliveira Junior (2015) em seu estudo.

5.4.4 Cristal violeta

O ensaio do cristal violeta (Kueng et al., 1989) avalia a proliferagédo
celular através da coloragao dos acidos nucleicos das células aderidas na placa,
as quais sao consideradas viaveis. Assim, a quantidade de corante absorvido
pela monocamada celular e a intensidade da cor produzida é proporcional ao
numero de células (Naseer, 2009).

Nesta analise o numero de células aderidas diminuiu apds a exposicao
aos 3,6 yg.ml'de NPs-Ag (10%), aos 3 metais (variando de 10 a 68%), as
misturas de NP + Cd (4 / 4 grupos) e NP + Pb (4 / 4 grupos) e 1 mistura de NP +

Hg, contudo n&o houve efeito de interagéo (Figura 21).
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Figura 21. Citotoxicidade pelo ensaio do Cristal Violeta apos 24 h de exposi¢cao. Os asteriscos
(*) indicam diferengas significativa em relagcdo ao grupo controle. (* p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001). O simbolo # indica interacao (diferenca significativa entre a mistura e os contaminantes
isolados) (p<0,05). Os dados s&o apresentados como média + erro padrao de trés experimentos
independentes. Concentragdes: AGNP em ug ml-' e metais em pM.

Fonte: A autora (2017)

5.5 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Os niveis de EROs apresentaram-se aumentados em relacdo ao
controle apos 4h de exposigdo a 3,6 yg ml'de AgNP (32%), os 3 metais
(variando de 29 até 40%) e as misturas de NP + Cd (1/4 grupo), NP + Pb (3/4
grupos) e NP + Hg (1/4 grupos), (Figura 22A), sugerindo que 0s mecanismos
pelos quais a célula responde a exposi¢ao ja haviam iniciado nesse momento.

Entretanto, apds 24h de exposicado os niveis de EROs da maioria dos
grupos permaneceu semelhante ao do grupo controle, exceto para a mistura de
NP + Hg, que diminuiu. No entanto, para o grupo NP 3,6 e Cd 10, os niveis
continuaram praticamente iguais quando expostos isoladamente, mas
aumentaram de 135% (em 4h) para 483% (aumento de 3,5 vezes) quando
expostos a associag¢ao dos dois contaminantes. Embora, menos expressivo, os
niveis dos grupos NP 0.36 + Cd1 assim como NP 0.36 + Cd 10 também foram
maiores que o0s grupos isolados. De forma contraria, o grupo NP 3.6 + Pb 25 teve
uma diminuigdo nos niveis em relagdo aos contaminantes de forma isolada
(Figura 22B).
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Figura 22. Niveis de espécies reativas de oxigénio apds 4 e 24 horas de exposi¢cdo aos
contaminantes, normalizados pela viabilidade celular determinada pelo ensaio do azul de tripan.
Média + erro padrdo. Asteriscos (*) indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo
controle. (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001).0 simbolo # indica a interagao (diferenga significativa
entre a mistura e os contaminantes isolados) (p<0,05). Os dados sédo apresentados como a
média + erro padrdo de trés experimentos independentes. Concentragdes: AgNP em ug ml' e
metais em uM. A interacao foi evidente nas misturas NP + Cd.
Fonte: A autora (2017)

Todos os grupos expostos por 4 h apresentaram aumento dos niveis de
EROs acima dos niveis do grupo controle, e aproximadamente 50% foram
considerados estatisticamente significativos. Estes resultados podem estar
correlacionados com o aumento da atividade das desidrogenases, uma vez que
as mitocdndrias sado sitios importantes de produgcdo de EROs, e o

desacoplamento do transporte de elétrons de Cd?* e Hg?* (Wang et al., 2004,



Belyaeva et al., 2008). Além disso, os metais podem causar deplegao de
antioxidantes como a glutationa (GSH) e inibir enzimas antioxidantes através da
reagao de grupos tidis criticos (Hansen et al., 2006; Nesci et al., 2016).

Apods 24 h de exposicdo a NP + Cd, as células tiveram aumento dos
niveis de EROs, o que nao foi observado para as células expostas a Pb?*, Hg?*
e misturas de NP + Pb e NP + Hg. Isso confirma os dados de alta toxicidade de
NPs e Cd aos macrofagos e o potencial imunotoxico desses contaminantes. O
aumento dos niveis de EROs esta bem descrito para células expostas a Cd?*
(Murugavel et al., 2007) e NP-Ag (Piao et al., 2011; Park et al., 2011;
Chairuangkitti et al., 2013) como um dos principais mecanismos de toxicidade e
nesse estudo pode-se observar de forma bastante acentuada, um aumento
relevante de EROs (até 3 vezes) nas células expostas a mistura de ambos os
contaminantes (NP + Cd) durante 24 h. Além disso, as NPs-Ag podem induzir a
um processo adicional de producdo de EROs pelo aumento da atividade da
NADPH oxidase (Pal et al., 2016), que € biologicamente associada a eliminagao

de agentes patogénicos ou particulas estranhas.
5.6 Oxido Nitrico (NO)

Houve diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico apds 4 h de exposicao a
0,36 ug ml'de AgNP (22%), 25 uM de Pb (19%) e 150 uM de Hg (28%), bem
como misturas de NP + Pb (1/4 grupos) e NP + Hg (3/4 grupos) (Figura 23A).
Essa redugdo nos niveis pode estar ligada ao curto periodo de exposigao.
Segundo Laurent (1996), uma vez iniciada a produg¢ao de 6xido nitrico pela INOS
(NO sintetase induzida), ela se prolonga por varias horas até atingir
concentragdes altas o suficiente (da ordem de mM) para serem eficientemente
toxicas ao alvo.

No entanto, ap6s 24 h, aumentaram os niveis de NO em Cd 10 yM
(102%) e nas misturas NP + Cd (2/4 grupos) e NP + Pb (1/4 grupos, figura 23B).
Ocorreram interacdes para misturas com os trés metais: aumentos para NP +
Cd (1/4 grupos, >1200%) e NP + Pb (3/4 grupos) e diminui¢ao para NP + Hg (2/4
grupos). Em particular, foi possivel verificar um aumento acentuado nos niveis
de NO nas células expostas a maior concentragdo de Cd?* ou na combinacao

NP + Cd (de até 13 vezes). Além disso, o aumento da taxa de morte celular foi



evidente (ensaio do azul de tripan, vermelho neutro e MTT) apds a exposigao de
24 h, particularmente para os grupos com os maiores niveis de NO, e ocorreu

através da apoptose (como pode ser visto na segao 5.11.2).
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Figura 23. Niveis de Oxido Nitrico apdés 4 e 24 horas de exposicdo aos contaminantes,
normalizados pela viabilidade celular determinada pelo ensaio do azul de tripan. Média + erro
padrao. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em relagéo ao grupo controle. (* p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001).0 simbolo # indica a interagao (diferenca significativa entre a mistura e os
contaminantes isolados) (p<0,05). Os dados sao apresentados como a média + erro padrao de
trés experimentos independentes. Concentragdes: AGNP em ug ml' e metais em uM. A interagdo
foi evidente no experimento de 24 h.
Fonte: A autora (2017)



O papel dos niveis de NO tanto na defesa imunolégica como na morte
celular pode ser o motivo da falta de uma relagdo clara de niveis de NO e
atividade fagocitica, pois houve casos em que ambos diminuiram (NP + Hg, 4 h),
os niveis de NO aumentaram e a fagocitose diminuiu (NP + Pb, 4 h) e ambos
aumentaram, mas com um atraso (Cd: fagocitose aos 4 h e niveis de NO as 24
h). Curiosamente, o efeito imunotdxico (diminuicdo dos niveis de NO e atividade
fagocitica) de Hg e misturas de NP + Hg foram mais pronunciados do que os de
Cd?*, Pb?* e misturas de NP + Cd e NP + Pb. Yanagisawa et al. (2002) também
observaram em seu trabalho uma diminuicdo da expressao da o6xido nitrico
sintase cerebral apos exposicédo ao Cloreto de Mercurio e Santarelli et al. (2006)
confirma o efeito imunotéxico do HgCl2 observando diminuicdo do NO em seu
estudo in vivo com camundongos. Além disso, Hg?* pode ter inibido a produgao
de NO em macréfagos estimulados com lipopolisacarideos através da
diminuicao da expressao de mRNA de iNOS e produgéao de proteinas (Kim et al.,
2002), e foi relatado que Pb?*, Cd?* e Hg?* podem inibir a produgdo de NO
dependente de INOS em resposta ao TNFa em macréfagos murinos (Buzard e
Kasprzak, 2000).

5.7 Atividade fagocitica

A exposigdo a 10 uyM de Cd?* por 4 horas aumentou a atividade
fagocitica das células. Por outro lado, a exposigdo a 150 uyM de Hg?* e as
misturas de NP + Pb (2/4 grupos) e NP + Hg (4/4 grupos) diminuiram a atividade
fagocitica dos macrofagos. Ocorreram interagdes para misturas com NP + Pb
(2/4 grupos) e NP + Hg (2/4 grupos) (Figura 24).

E conhecido que a resposta do sistema imune ocorre em estagios iniciais
de estresse oxidativo (Nathan, 2003; Wells et al., 2009). Por isso, a atividade
fagocitica foi avaliada apds 4 h de exposi¢cao e o aumento da atividade fagocitica,
resposta verificada no grupo Cd 10, pode estar relacionada com o aumento da
producao de EROs, verificado também em 4 h de exposicao. Olabarrieta et al.,
(2001) também observaram o estimulo da atividade fagocitica de hemdécitos de
mexilhdo expostos a 10 uM de Cd por 24 h mas efeitos deletérios ao

citoesqueleto também foram observados. Efeitos tais como citoesqueleto



irregular e perda dos filamentos de actina foram observados em células
mesangiais somente apos 6 h de exposi¢cao ao Cd (Liu e Templeton, 2010).

Em contrapartida, a exposi¢gdo ao Hg e suas misturas levou a uma
diminuicao da atividade fagocitica. Estudos ja demonstraram que Hg tem acgéao
imunossupressora (Nordlind, 1990; Voccia et al., 1994; Moszczynski, 1997;
Kershaw e Hall, 2019), Ademais, metais pesados como Hg e Pb podem agir
sobre a actina, proteina envolvida no mecanismo de extensao dos pseuddépodos
dos macréfagos, o que impediria a realizagdo da fagocitose (Viarengo et al.,
1989) além de interferir na montagem dos microtubulos (Thier et al., 2003). Esse
€ um resultado que gera uma preocupagao, pois esse tipo celular tem uma
funcdo importante na remocdo de particulas estranhas do corpo e se um
organismo apresenta tal condicdo, poderia estar sujeito a um quadro de
imunossupressao, com maior suscetibilidade a doencas, parasitas e particulas

estranhas.
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Figura 24. Atividade fagocitica apds 4 h de exposigcao. Porcentagem de macrofagos classificados
em quatro categorias, de acordo com o numero de leveduras internalizadas: O leveduras, 1-3
leveduras, 4-8 leveduras e = 9 leveduras. Os asteriscos indicam diferengcas em relagéo ao
controle (* p <0,05). O simbolo '# indica a interagao (diferenga significativa entre a mistura e os
contaminantes isolados) (p <0,05). Os dados sao apresentados como a média + erro padrao de
pelo menos trés experimentos independentes. Concentragdes: AgNP em ug ml”' e metais em
M.
Fonte: A autora (2017)

5.8 Potencial de Membrana Mitocondrial



Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos expostos aos
contaminantes durante 4 h e o controle do potencial de membrana mitocondrial
(Figura 26).

A perda do potencial de membrana mitocondrial € uma caracteristica de
apoptose, sendo que este evento precede a localizacdo da fostatidilserina na
monocamada externa da membrana plasmatica e coincide com a ativagao das
caspases. Entretanto, ao contrario de outros tipos de células, o potencial
mitocondrial da membrana interna (ym) pode ser diminuido, aumentado ou
mantido em células imunes, como os macrofagos, apos a liberagao do citocromo
¢ das mitocéndrias (Hortelano et al., 1999, Bosca, 2005). Isso pode justificar a
manutencao do potencial da membrana mitocondrial neste estudo, como pode

ser observada na Figura 25.
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Figura 25. Potencial da membrana mitocondrial apds 4 h de exposi¢ao. Potencial de membrana
mitocondrial normalizado pelo grupo controle de cada experimento. Os dados s&o apresentados
como a média + erro padrdo de quatro experimentos independentes. Nao houve diferenca
estatistica. Concentragdes: AQNP em ug ml”' e metais em pM.

Fonte: A autora (2017)

5.9 Focos de reparo de DNA

Para essa analise os nucleos de células foram agrupados em quatro
classes de acordo com o numero de focos de reparo de DNA, inferindo o dano
causado, como mostra a Figura 26. A classe com menor numero de focos (1 — 3

focos) equivale a um dano leve ao DNA. A classe seguinte (4-10 focos)



corresponde a um dano intermediario e a ultima classe (= 11focos) representa

dano grave ao DNA.

Figura 26. Focos de reparo de DNA ap6s a exposi¢ao de 4 h sob microscopio confocal. Classes
de focos de reparo do DNA quanto aos niveis de dano: 0 focos, 1 — 3 focos, 4 — 10 focos e = 11
focos. Nucleos e focos de reparo de DNA (setas). Barra de escala: 50 ym. Concentracées: NP-
Ag em pg ml" e metais em pM.

Fonte: A autora (2017)

Essa deducéao dos niveis de danos pode ser feita uma vez que cada foco
representa quebra nas duas fitas do DNA em uma proporg¢ao 1:1 e o marcador
y-H2AX é um marcador de alta sensibilidade de quebras em ambas as fitas do
DNA geradas por EROs, bem como processos de replicagéo e reparo de DNA
(Rogakou et al., 1998; Bonner et al., 2008) sendo usado como biomarcador para
danos no DNA (Kuo e Yang, 2008). Por isso, o ensaio de focos de y-H2AX
tornou-se uma ferramenta poderosa nos Uultimos anos devido a sua
especificidade, alta reprodutibilidade, sensibilidade e rapidez (Geric et al., 2014),
ganhando espaco entre os testes de genotoxicidade.

Este método é fundamentado nas quebras de dupla fita de DNA que é
seguida pela fosforilagdo da histona H2AX (uma histona variante da familia de

proteinas H2A, e que compde o octamero de histonas nos nucleossomos). Logo,



a proteina fosforilada, y-H2AX, é o primeiro passo no recrutamento e localizagéo
das proteinas de reparo de DNA.

O aumento de focos de reparo de DNA mostrou-se dependente da
concentracdo e foram observados para células expostas aos contaminantes
isolados e também para a maioria das misturas (9/12 grupos, Figura 27).
Baseado nesse resultado, observado com exposi¢cdo de apenas 4 h, NPs-Ag,
Cd, Pb e Hg podem ser considerados genotoxicos e sdo corroborados por outros
relatos na literatura, para diferentes modelos biolégicos (Nersesyan et al., 2016;
Zhao et al., 2016).
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Figura 27. Porcentagem de nucleos com diferentes classes de focos de reparo de DNA apds a
exposicdo de 4 h. Concentragdes: AQNP em pg ml”' e metais em puM. A andlise estatistica
(Kruskall-Wallis seguida de testes de Dunns) foi realizada comparando os valores atribuidos aos
nucleos de cada grupo experimental através da férmula V (x + 1), onde x é a categoria de focos
de reparo do DNA para cada nucleo: 0 (nenhum foco), 1 (1-3 focos), 2 (4-10 focos) e 3 (=11
focos). Asteriscos indicam diferengas em relagéo ao controle (* p<0,05).

Fonte: A autora (2017)

De forma esperada, as células expostas aos contaminantes com niveis
aumentados de ROS (exposi¢ao de 4 h) também tiveram focos de reparo de
DNA aumentados, indicando que ROS pode desempenhar um papel no dano do
DNA. No entanto, em alguns casos, os danos independentes de ROS podem
ocorrer por varios mecanismos, incluindo a inibicdo das enzimas de reparo do
DNA devido a reagéo com tidis criticos (Ag?*, Cd?*, Pb?* e Hg?*) (Hartwing, 1994,
Cebulska -Wasilewska et al., 2005; Asharani et al., 2009b), deslocamento de
zinco (Cd?*) (Day et al., 1984), bem como interferéncia com proteinas e
processos dependentes de célcio (Cd?*, Pb?*) (Bressler et al., 1999; Lemarié et

al., 2004). Além disso, o dano ao DNA pode induzir a apoptose através da via



dependente de p53 (Roos e Kaina, 2006), envolvendo a diminuicdo da

viabilidade celular observada no presente estudo.

5.10 Deteccao Intracelular de NPs-Ag, Cd e Pb

Houve colocalizagdo das NPs-Ag, como agregados intracelulares, com
o marcador LysoTracker, indicando que o destino de muitas nanoparticulas
foram as vesiculas acidas (Figura 28), concordando com varios trabalhos (Salvati
et al.,, 2011; Wang et al., 2013; Guo et al., 2015;) que afirmam que essa € uma

das principais localizagdes intracelulares das NPs-Ag.

Figura 28. Co-localizacdo das NPs-Ag e compartimentos acidos sob microscépio confocal.
Em A: Agregados intracelulares de NPs—Ag (setas); Nucleos (marcados com Hoechst —em azul)
e em B: Os agregados intracelulares de NP-Ags se colocalizam com os compartimentos acidos
(marcados com Lysotracker — em vermelho) .

Fonte: A autora (2017)

A marcacgao positiva de Leadmium e Lysotracker foi encontrada em
células expostas a 25 e 250 uM de Pb. Entretanto, as células expostasa 1 e 10
MM de Cd nao foram marcadas (Figura 29). Isso pode ter ocorrido devido a menor
sensibilidade do marcador (sensibilidade para o Cd: na ordem de pM, e
sensibilidade para o Pb: na ordem de nM) ou inibicdo de esterases né&o
especificas (Hernandez et al. , 2009), que clivam o grupo acetoximetilo (AM),
resultando em uma forma carregada do marcador que se difunde para fora das
células muito mais lentamente do que o composto original (Datasheet- Molecular
Probe, 2007). Além disso, a maioria das células mortas ndo sdo marcadas e Cd?*

foi muito mais citotdxico do que Pb?*.



Devido a marcacao satisfatoria de somente uma classe dos metais, a
analise quantitativa e comparativa que estava prevista nesse ensaio nao pode

ser realizada.

HOECHST 2z LEADMIUM LYSOTRACKER MERGE

Contro.| .| .|
ZONTEA N N ol cleccBiii e il
Cdm .| .| .| .|
) -| -| -| -|

T S A — I S
) -l -l .| .

Figura 29. Deteccao de fluorescéncia por Hoechst (marcador de DNA-azul), Leadmium (sonda
especifica para Cd e Pb - verde), Lysotracker (marcador de compartimentos acidos-vermelho).
Barra =10 ym

Fonte: A autora (2017)

5.11 Morte celular

A analise das taxas de morte celular foi realizada por meio do
equipamento High Content Imaging. Além disso, uma analise sobre o tipo de
morte celular e o tempo em que ocorreu se deu através de time-lapse em

Microscopio Confocal.



5.11.1 Avaliagéao por High Content Imaging

Foram definidos, para fins estatisticos, trés grupos: células viaveis,
células em apoptose em estagio inicial e células que estavam em um estagio de
apoptose avangado ou necrose. Considerou-se como diferencga significativa uma
taxa maior que 15% em relagdo ao grupo comparado.

Nos grupos expostos de forma isolada, houve redugao de viabilidade em
relagdo ao grupo controle e aumento da taxa de apoptose final/necrose em
quase todos os grupos, exceto para o grupo Pb 25. Nas associag¢des, houve
diminui¢cdo da viabilidade nos grupos NP 3,6 + Pb 25, NP 0,36 + Hg 150 e NP
3,6 + Hg 150 em relagdo ao seus contaminantes isolados. Houve aumento na
taxa de apoptose final/necrose na mistura NP 3,6 + Pb 250 em relagéo aos
grupos isolados, como pode ser visualizado na Figura 30.

O resultado desse ensaio nos mostra uma grande perda de viabilidade
pelos grupos, inclusive pelo grupo controle. Esse fato pode ser explicado pela
utilizacdo do lodeto de Propideo. Esse reagente € conhecido pela sua
citotoxidade e uma vez incorporado pelas células muda de forma significatica a
fisiologia da membrana plasmatica (Macklis e Madison, 1990). Dessa forma,
considerando que esse reagente ficou em contato com a célula todo o tempo,
pode ter levado a uma disfungcdo na membrana plasmatica e induzido a morte
celular em uma taxa maior que a observada nos ensaios de viabilidade celular e

citotoxicidade.
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Figura 30. Taxas de viabilidade celular, apoptose inicial, e apoptose final + necrose apds 24 h
de exposicao. Asterisco (*) indica diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. # indica
diferenca significativa em relagcdo aos mesmos contaminantes isolados. Concentragdes: NPs-Ag
em pg ml" e metais em pM.

Fonte: A autora (2017)

5.11.2 Microscopia Confocal

O ensaio no Microscopio Confocal com registros ao longo das 24 h de
exposicao permitiu uma anadlise detalhada dos eventos celulares que
aconteceram com as células e apdés quanto tempo de exposicdo aos
contaminantes.

Analisando as imagens em time-lapse (Figura 31 / video). é possivel
afirmar que o principal mecanismo de morte celular envolvido foi a apoptose A
marcagao para apoptose (FITC - Anexina V) foi observada decorrido 6 a 8 h do
inicio da exposigédo, com pouca variagao entre os grupos, como apresentado na
Tabela 2. Foi possivel verificar efeito de interacdo na mistura NP 3,6 + Cd 10,
cujo inicio da apoptose foi adiantando em 2 h em relagcdo aos grupos dos
contaminantes isolados.

Caracteristicas morfoldgicas (retracéo da célula, cromatina condensada,
formagdo de prolongamentos (blebs) pela membrana celular e liberagcdo de

corpos apoptéticos) associadas a marcagao positiva com FITC - Anexina V e PI



marcaram o estagio final da apoptose que teve inicio observado entre 9-10 h e
prosseguiu até 16 h de exposigdo, de acordo com 0 grupo experimental.
Contudo, também o estagio final da apoptose iniciou mais cedo na associagao
entre NP 3,6 + Cd 10 (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo que inicia os estagios de apoptose inicial e apoptose final.

Grupo Inicio da Apoptose Final da Apoptose
Experimental (Anexina V+ /Pl -) (Anexina V+ / Pl+)
Control 10h 16 h
NP 3.6 8h 16 h
Cd 10 8h 14 h
NP 3.6 + Cd10 6 h 12 h
Pb 25 8h 12h
Pb 250 8h 10h
NP 3.6 + Pb 25 9h 12 h
NP 3.6 + Pb 250 7h 11h

A apoptose ja foi relatada para outras linhagens celulares (Tsangaris e
Tzortzatou-Stathopoulou, 1998, Murugavel et al., 2007, Piao et al. , 2011) mas
curiosamente, as células RAW 264.7 executaram o programa de apoptose
completamente (video), enquanto as células do hepatoma humano (HepG2)
comegaram o programa de apoptose apos a exposicdo a AgNP, Cd?* e AgNP +
Cd, mas aparentemente nao foram capazes de completa-lo, intumescendo e
rompendo por necrose (Miranda et al., 2017).

Embora a apoptose seja importante para eliminar células
irreversivelmente danificadas, importantes fungdes imunoldgicas de macrofagos,
como a fagocitose, requerem a preservacgao da integridade celular. Esta é uma
situacao paradoxal, porque uma certa protecao contra a apoptose € necessaria
para que os macrofagos desempenhem plenamente sua fungdo, mas a morte
apoptética é essencial para evitar estratégias parasitarias por agentes
patogénicos ou particulas. A aparente resisténcia dos macrofagos a apoptose

pode ser a chave para o sucesso biolégico dessas células (Bosca et al., 2005).



Além disso, acompanhando a mesma populagao de células ao longo do
tempo de exposicao, foi possivel verificar que as células mortas foram
rapidamente fagocitadas pelas células viaveis ao redor, deixando parte do pogo
sem células (Figura 18). Ademais, nao foi verificado células “desaderindo” da
placa.

Através desse ensaio, também foi possivel verificar a absorcao das NPs-
Ag logo no inicio da exposigédo e a permanéncia delas no ambiente intracelular,

dentro de vesiculas, até o final do tempo de observagdo ou até 0 momento da

morte celular.
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Figura 31. Imagens de Time-lapse das células RAW 264.7 expostas a NPs-Ag, Cd e NPs+Ag +
Cd durante 24 h em meio de cultura DMEM, 5% de CO2 e 37 °C. Hoechst marca o nucleo de
células viaveis em azul. A anexina V-FITC liga na fosfatidilserina na superficie externa da
membrana plasmatica das células apoptéticas em verde. O iodeto de propidio marca o nucleo
de células ndo viaveis (células com membrana plasmatica danificada) em laranja. A
sobreposi¢ao de Hoechst e iodeto de propidio é rosa. Imagens de apenas trés tempos (01, 08 e
16 h) sdo mostradas nessa figura. A internalizacdo das NPs-Ag € apontada pelas setas pretas e
a progressao da apoptose pode ser vista nas setas brancas. Células marcadas em verde —
células que entraram em apoptose. Células em roxo — células que morreram por necrose.
Fonte: A autora (2017)




5.12 Western blotting

Analisamos os niveis de expressao das proteinas anti-apoptoétivas XIAP
e Bcl-2 ap6s 8h de exposi¢cdo aos contaminantes NPs-Ag, Cd e Pb, conforme

mostra a Figura 32:

NP 3,6 Cd10 NP+Cd Pb26 NP+Pb

XIAP - 57 kDa

Bel2-26kDa

Figura 32. Expressao de proteinas XIAP e BCL-2 apos 8 h de exposi¢éo a 3.6 ug.ml' de NPs-
Ag, 10 yM de Cd, 25 pM de Pb e suas misturas. o-tubulina utilizada como controle de
carregamento

Fonte: A autora (2017)

Na presenca de 10 uM de Cd a proteina anti-apoptética XIAP teve sua
expressao diminuida, e na mistura NP 3.6 + Cd 10 a reducéo foi mais acentuada.
Zhao et al. (2020) demonstraram em células neuronais que as EROs
mitocondriais induzidas por Cd reduziram a expressdao da XIAP, levando a
apoptose das células. Watien et al. (2002) observaram a indug¢do da apoptose
por ativagao de caspase 9 e embora nao haja certeza que a via envolvida é a
das IAPs, pode ser uma sugestao para explicar a apoptose.

XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) € uma proteina pertencente
a familia das |IAPs (/nhibitor of apoptosis protein) com funcédo de bloquear o
mecanismo da apoptose por inibir diretamente e especificamente, tanto a
caspase iniciadora 9, quanto as caspases efetoras 3 e 7 (como mostra a Figura
33), sendo considerada a mais potente inibidora da apoptose dessa familia
(Deveraux et al., 1997, Fulda e Vucic, 2012).
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Figura 33. Via simplificada da apoptose. Ativagao da apoptose por ligagao ao receptor de morte
celular ou por estresse intracelular resulta na ativagdo das caspases efetoras 3 e 7 que podem
ser inibidas pela XIAP.

Fonte: Hutten (2013)

Em relacdo a expressdo da proteina Bcl-2 ndo foram observadas
alteracgdes significativas nos niveis em relagdo ao controle do experimento
(Figura 32).

A proteina Bcl-2 inibe a morte por apoptose, sendo considerada
reguladora anti-apoptoética pois previne a liberagao de citocromo ¢ da mitocondria
para o citosol. Ademais, a expressao de Bcl-2 é capaz de inibir a geragao de
espécies reativas do oxigénio e a acidificagao intracelular, bem como estabilizar
o potencial de membrana da mitocéndria (Heiden e Thomson, 1999). Estudos
demonstraram que as células expostas ao Cd, que sofreram apoptose tiveram
uma diminui¢do na expressao da Bcl-2 (Kim et al., 2000, Cai et al., 2004).

Entretanto, é conhecido que a superexpressao da Bcl-2 esta relacionada

com o desenvolvimento de malignidades (Cotter, 2009), sendo superexpressa



em células cancerigenas como adenomas, carcinomas colorretais etc (Bronner
et al., 1995) e esse pode ser um fator pelo qual ndo visualizamos a diminui¢ao

da expressao dessa proteina

5.13 Consideragoes Finais

Analisando os efeitos em conjunto pode-se observar que os resultados
foram mais evidente em NP-Ag + Cd seguido pelos grupos expostos a NP-Ag +
Pb e com efeitos mais discretos em NP-Ag + Hg.

Para melhorar a compreensao, 1 grupo de cada contaminante, cujos
efeitos foram os mais pronunciados (NP 3,6 + Cd 10, NP 3,6 + Pb 25 e NP 3,6 +
Hg 150), foram escolhidos para a organizagao de esquemas (Figuras 34, 35 e
36). Nestes, os efeitos séo correlacionados.

No grupo NP 3,6 + Cd 10 se observa que em apenas 4 h apdos o inicio
da exposicao houve efeitos (EROs e Dano ao DNA) que levaram ao aumento da
expressao da proteina XIAP, detectada apds 8 h de exposicédo. Esta, por sua

vez, pode ser a via que levou a morte celular, observada em 24 h (Figura 34).
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Figura 34. Principais efeitos em células RAW 264.7 apds 4, 8 € 24 h de co-exposicao a 3.6 ug.ml-
" de nanoparticulas de prata e 10 uM de Cloreto de Cadmio (NP 3,6 + Cd 10).
Fonte: A autora (2017)




No grupo NP 3,6 + Pb 25 também s&o observados efeitos em 4 h de
exposicao (aumento do MTT, EROs e Dano ao DNA) que sugere-se estar
relacionados com o aumento da citotoxicidade e morte celular em 24 h e

consequentemente, diminuicdo do MTT (Figura 35).
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Figura 35. Principais efeitos em células RAW 264.7 apds 4 e 24 h de co-exposi¢éo a 3.6 ug.ml
" de nanoparticulas de prata e 25 uM de Nitrato de Chumbo (NP 3,6 + Pb 25).
Fonte: A autora (2017)

O grupo NP 3,6 + Hg 150 também demonstrou efeitos em 4 h de
exposi¢cao (aumento do MTT e Dano ao DNA) que podem estar relacionados

com o aumento da citotoxicidade e morte celular em 24 h (Figura 35).
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Figura 36. Principais efeitos em células RAW 264.7 apds 4 e 24 h de co-exposi¢éo a 3.6 ug.ml
" de nanoparticulas de prata e 150 uM de Cloreto de Mercurio (NP 3,6 + Hg 150).

Fonte: A autora (2017).



6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo fornecem informagdes importantes sobre a
interagdo das NPs-Ag com cadmio, chumbo e mercurio em células RAW 264.7:

As nanoparticulas de prata localizaram-se principalmente em
compartimentos acidos.

A exposicao a mistura de NPs-Ag e metais leva a efeitos ndo observados
quando testados sozinhos, bem como diminui¢gao da viabilidade celular, aumento
da citotoxicidade, elevacao dos niveis de ROS e dos focos de reparo do DNA

Grupos expostos a mistura de NP-Ag + Pb assim como NP-Ag + Hg
apresentaram uma diminuigao da atividade fagocitica.

A morte celular ocorreu principalmente por apoptose, até mesmo nas
maiores concentracdes dos contaminantes.

A reducao da expressao da XIAP, o aumento de EROs e danos do DNA
sao eventos que podem estar relacionados com o recrutamento da via intrinseca
da apoptose.

O efeito de interagéo foi mais evidente em NP-Ag + Cd seguido por NP-
Ag + Pb e sem efeito em NP-Ag+Hg

Alguns efeitos (citotoxicidade — MTT, niveis de EROs e NO) foram
observados apds 4 h e tornaram-se mais pronunciados em 24 h apds a
exposicao

Os efeitos das misturas reforcam a necessidade de estabelecer melhor
0 risco de exposicdo as misturas de contaminantes ambientais, tais como
nanoparticulas e metais néo essenciais, ja que nao podemos prever o efeito final

baseado apenas nos dados das exposi¢cdes de contaminantes isolados.
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