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RESUMO

Nanoparticulas de bismuto (BiNPs) sdo nanomateriais de grande interesse biomédico,
sendo investigadas principalmente no desenvolvimento de biossensores, terapias
para o tratamento de cancer e no diagndstico por imagem. Entretanto, pouco se sabe
acerca da toxicidade de BiNPs de sintese fisica em células humanas. Nesse sentido,
as células-tronco mesenquimais (CTMs) representam um vantajoso modelo in vitro
para avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas por suas caracteristicas especificas,
como autorrenovagao e potencial de diferenciagdo. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade de BiNPs produzidas por ablag&o a laser em meio
liquido (LASIS) em células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs). Apds a
sintese, as BiNPs foram caracterizadas por espectrometria UV/VIS, espalhamento
dinédmico da luz (DLS), microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e potencial zeta.
Em seguida, o efeito das BiNPs na viabilidade celular relativa de ADSCs foi
determinado pelos ensaios de captagao do vermelho neutro (VN), MTT e quantificagao
nuclear com DAPI. A analise da interagao entre BiNPs e ADSCs a nivel ultraestrutural
foi realizada por MET, ao passo que a proliferagcao celular foi analisada através de
imunomarcacao de Ki-67 e incorporagao de EdU. A toxicidade mitocondrial de BiNPs
foi avaliada através dos parametros de massa (MitoTracker® Green FM) e atividade
mitocondrial (JC-10). Os efeitos de BiNPs na diferenciagao adipogénica e osteogénica
foram quantificados apos 14 ou 21 dias, respectivamente, através de sistema high
content imaging Operetta™ e/ou RT-qPCR. A caracterizagao fisico-quimica confirmou
a presenca de BiNPs na solucéo coloidal, que apresenta pico plasmonico entre 250 —
260 nm, morfologia esférica e tamanho heterogéneo, tendo potencial zeta entre -3,55
+ 1,28 e -8,55 £ 1,23 mV. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que as BiNPs
reduziram a viabilidade celular de ADSCs somente na concentragdao mais alta testada
(345 pg/ml), sendo que as trés técnicas apresentaram perfil citotoxico semelhante. A
analise morfoldgica realizada por MET confirmou que as BiNPs induziram estresse
celular somente em elevadas concentragdes (302,24 ug/ml), equivalentes ao ICs0 do
ensaio de MTT. Além disso, a exposicao as BiNPs aumentaram a expressao do
marcador de proliferagao celular Ki-67 e a incorporagdo do analogo de timina EdU,
indicando que as BiNPs podem induzir a proliferagao celular. As BiNPs promoveram
hiperestimulagdo mitocondrial através do aumento do potencial de membrana
mitocondrial de ADSCs. A adipogénese foi inibida apds exposi¢ao unica ou repetida a
BiNPs, conforme observado através da reducao na formagao de goticulas de gordura
e dos niveis de expressdo de mRNA de marcadores especificos da via adipogénica
como o PPARy, CEBPA e FABP4. Assim, as BiNPs exercem toxicidade sobre
diferentes parametros celulares de ADSCs, incluindo a diferenciagdo celular,
reforcando a importancia de uma avaliagcao toxicolégica abrangente dos mecanismos
de toxicidade e interacao celular para estabelecer a seguranga dessas nanoparticulas.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Bismuto; Células-tronco; Diferenciagdo celular;
Adipogénese.



ABSTRACT

Bismuth nanoparticles (BiNPs) are nanomaterials of great interest for biomedical
applications, being mainly investigated in the development of biosensors, cancer
therapy and diagnostic imaging. However, little is known about the toxicity of
physically-synthesized BiNPs in human cells. Mesenchymal stem cells (MSCs)
represent an advantageous in vitro model for toxicity evaluation of nanoparticles due
to their specific cell characteristics, such as self-renewal and differentiation potential.
Thus, this study aimed to evaluate the toxicity of BiNPs produced by laser ablation
solution (LASIS) in human adipose derived stem cells (ADSCs). BiNPs were
characterized by UV/VIS spectroscopy, dynamic light scattering (DLS), transmission
electron microscopy (TEM) and zeta potential. Afterwards, relative cell viability of
ADSCs was assessed by neutral red uptake assay (NRU), MTT and quantification of
cell number with DAPI after BiNPs exposure. Interaction between BiNPs and ADSCs
at the ultrastructural level was investigated through TEM, while cell proliferation was
assessed by Ki-67 immunostaining and EdU incorporation. BiNPs mitochondrial
toxicity was evaluated on mitochondrial mass (MitoTracker® Green FM) and activity
(JC-10). Effects of BiNPs on adipogenic and osteogenic differentiation were quantified
after 14 or 21 days, respectively, using high content imaging system Operetta™ and/or
RT-gPCR. The physicochemical characterization confirmed the presence of BiNPs in
the colloidal solution, which has a plasmon peak around 250 — 260 nm, spherical
morphology and heterogenous size, presenting zeta potential values between -3,55 +
1,28 e -8,55 £ 1,23 mV. Cytotoxicity assays demonstrated that BiNPs reduced ADSCs
cell viability at the highest tested concentration (345 pg/ml) and the three techniques
used for cell viability assessment exhibited similar toxicity profile for BiNPs.
Morphological analysis performed by TEM confirmed that BiNPs induced cellular
stress only at concentrations equivalent to the 1Cso from MTT assay. Furthermore,
exposure to BiNPs increased the expression of the cell proliferation marker Ki-67 and
the incorporation of thymine analogue EdU, indicating that BiNPs might induce cell
proliferation. BiNPs also promoted mitochondrial hyperstimulation by increasing
ADSCs mitochondrial membrane potential. Adipogenesis was inhibited after single or
repeated exposure to BiNPs, as observed by reduction of intracellular lipidic droplets
and mRNA expression levels of specific biomarkers of adipogenic differentiation, such
as PPARy, CEBPA e FABP4. Thus, BiNPs may promote toxicity on different cellular
mechanisms of ADSCs, including cell differentiation, reinforcing the importance of a
comprehensive toxicological evaluation of mechanisms of cell toxicity and cell
interaction to guarantee a safety application of these nanoparticles.

Keywords: Nanoparticles; Bismuth; Stem cells; Cell differentiation; Adipogenesis.
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1 INTRODUGAO

1.1 O ADVENTO DA NANOTECNOLOGIA

Desde os primérdios da humanidade, particulas em escala nanométrica
encontram-se presentes de forma natural no ambiente como resultado de processos
bioldgicos, como o metabolismo de microrganismos, ou de processos antropolégicos
nao-intencionais, como a queima de combustiveis fosseis. A manipulagao intencional
da matéria em escala atbmica, no entanto, so se tornou possivel no ultimo quarto de
século com o advento da nanotecnologia (BAYDA et al., 2020; JEEVANANDAM et al.,
2018). O conceito de nanotecnologia foi introduzido por Richard Feynman no final da
década de 50, quando o fisico tedrico levantou a possibilidade de manipulacédo dos
atomos durante uma de suas palestras (SCHULZ, 2018). Quinze anos apos a fala de
Feynman, o cientista Nério Taniguchi foi o primeiro a utilizar o termo nanotecnologia
para descrever o processo de fabricacdo, manipulagao e caracterizacdo de materiais
em escala atbmica — os chamados nanomateriais (NMs) ou nanoparticulas (NPs)
(CONTADO, 2015; HULLA; SAHU; HAYES, 2015).

Até o momento, ndo existe uma definicdo universalmente aceita para NMs ou
NPs, de forma que ambos os termos sao usualmente empregados como sinénimo.
Fundamentalmente, NMs sido descritos como materiais contendo pelo menos uma de
suas dimensdes com tamanho entre 1 e 1000 nanémetros (nm) (JEEVANANDAM et
al., 2018). Ja as NPs, por definicdo da Organizagéo Internacional de Normalizagao
(ISO), séo estruturas cujo tamanho em uma, duas ou trés dimensdes encontram-se
na faixa de 1 a 100 nm (SUKHANOVA et al., 2018). Mais importante do que a definigao
em si, € o fato de que NPs exibem propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas unicas
em comparagao aos seus respectivos materiais de origem em escala ndo particulada,
tais como aumento da superficie de contato, alta reatividade e elevada atividade
catalitica (EALIAS; SARAVANAKUMAR, 2017). Dessa forma, as NPs podem ser
divididas em diversas categorias de acordo com sua composi¢do, morfologia e
funcionalizagbes de superficie especificas (KHAN et al., 2019).

Quanto a composicao, as NPs sdo comumente divididas em trés classes de
acordo com o elemento quimico do material de origem: orgéanicas, inorganicas e a
base de carbono. Como o préprio nome diz, as NPs organicas sdo derivadas de

compostos organicos e, por essa razao, consideradas altamente biodegradaveis. Os



20

exemplos mais famosos de NPs inseridas nessa classe sdo os dendrimeros, o0s
lipossomos e as micelas (FANG et al., 2020). Ja as NPs inorgénicas sdo compostas
majoritariamente por metais, sendo subdividas em NPs inorganicas a base de metais,
como NPs de bismuto, ouro e prata; e NPs inorganicas a base de 6xidos metalicos,
tais como NPs de dioxido de titanio, 6xido de ferro e didxido de silica (SAJID; PLOTKA-
WASYLKA, 2020). As NPs a base de carbono contém carbono como principal
elemento da particula, sendo os nanotubos de carbono e os fulerenos exemplos de
NPs inseridas nessa categoria (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

Grande parte das propriedades fisico-quimicas das NPs sao resultantes da
morfologia das particulas, de maneira que o formato de cada NP € selecionado de
acordo com a finalidade desejada para o material. Com isso, as NPs podem assumir
as mais variadas morfologias, indo desde esferas e hastes até cubos e elipses (FAVI
et al., 2015). Além de possuirem uma carga de superficie especifica, as NPs podem
ser projetadas com funcionalizagdes de superficie especificas para a aplicagéao
almejada, visando o aumento da estabilidade e biodisponibilidade de tais materiais.
As funcionaliza¢des de superficie sdo especialmente importantes no caso de NPs
destinadas a aplicagdes biologicas e podem envolver o revestimento de NPs com
proteinas biocompativeis, a adigado de grupos funcionais para estabilizagdo em fluidos
bioldgicos e insercao de ligantes com afinidade a estruturas biolégicas (CHOU; MING;
CHAN et al., 2011; SAEl et al., 2017).

Em virtude de suas caracteristicas singulares (Fig. 1), as NPs vem sendo
aplicadas em diversos campos da ciéncia, da medicina e da tecnologia. De fato,
algumas das NPs mais promissoras foram capazes de romper as barreiras da
pesquisa cientifica e ganharam espaco no mercado, sendo incorporadas em uma
ampla gama de produtos destinados ao uso humano disponiveis atualmente, embora
a investigagéo acerca dos potenciais impactos de NPs em sistemas bioldgicos e ao
meio ambiente ainda esteja em andamento (ZIELINSKA et al., 2020). Dessa forma, o
surgimento da nanotecnologia provocou um impacto profundo na economia e na
sociedade moderna, permitindo o desenvolvimento e a inovagao de inUmeras areas
de estudo a partir da nanociéncia (BHUSHAN & WINKELMANN, 2016).
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Figura 1: Principais caracteristicas das nanoparticulas. As NPs sao nanomateriais com tamanho entre
1 - 100 nm, podendo ser sintetizadas a partir de uma variedade de compostos e em formatos diversos.
Além disso, a funcionalizagao da superficie das NPs confere propriedades fisico-quimicas especificas
que permitem o aumento da estabilidade e da superficie de contato desses materiais. Fonte: Adaptado
de (CHOU; MING; CHAN, 2011).

1.2 NANOPARTICULAS E SUAS APLICACOES

A nanotecnologia é uma area de estudo multidisciplinar, de forma que grande
parte das NPs desenvolvidas até o momento s&o resultado da associacdo de
diferentes campos do conhecimento, indo desde a quimica e a biologia até as
engenharias. Consequentemente, as caracteristicas fisico-quimicas Unicas e a
possibilidade de manipulacido das mesmas de acordo com a aplicagao de interesse
fazem com que as NPs sejam destaque em diversos segmentos da industria
farmacéutica, cosmética, tecnoldgica, eletrénica, alimenticia e téxtil (STARK et al.,
2015). Atualmente, as NPs podem ser encontradas em diferentes produtos destinados
ao uso humano, como protetores solares, maquiagens, medicamentos, roupas e
téxteis, artigos esportivos, embalagens alimenticias, baterias automotivas e lampadas
de LED (FYTIANOS; RAHDAR; KYZAS, 2020; SINGH, 2017). As NPs apresentam
também aplicacbes ambientais, podendo atuar como biossensores para detecg¢ao de
metais no solo, além de serem excelentes biorremediadores para contaminagdes
terrestres e aquaticas (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).
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Visando documentar a presenca de NPs em produtos de consumo disponiveis
atualmente no mercado, diferentes organizacbes mundiais elaboraram inventarios
para catalogar cada novo produto contendo NPs desenvolvido e em estagio de
comercializagao. O primeiro e mais citado inventario diz respeito aos produtos a base
de NPs disponiveis em territério americano. O “Nanotechnology Consumer Product
Inventory” (CPI) foi elaborado pelo “Project on Emerging Nanotechnologies” em
parceria com o governo estadunidense e disponibilizado em 2005 (VANCE et al.,
2015). Em contrapartida, o “The Nanodatabase” — inventario mapeando os produtos a
base de NPs disponiveis no mercado de consumo europeu — foi estabelecido somente
em 2012 como parte de uma associagédo entre a Universidade da Dinamarca e a
organizagéo independente “Danish Consumer Council and Ecological Council” (THE
NANODATABASE, 2021).

O CPI americano, atualizado pela ultima vez em 2015, listou 1814 produtos
contendo NPs, registrados por 622 empresas e com permissao para comercializagao
em 32 paises (MOHAJERANI et al., 2019). De acordo com este inventario, 42% das
NPs encontram-se em produtos para a Saude e Beleza, sendo seguido por 21% na
categoria Casa e Jardinagem e 12% na categoria de Automobilismo (VANCE et al.,
2015; PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2015). Segundo a base
de dados dinamarquesa The Nanodatabase, existem 5169 produtos com NPs em
circulagado na Europa atualmente e, da mesma forma que o CPI, a categoria Saude e
Beleza é a de maior destaque, compreendendo 60% do total de produtos com NPs. E
interessante notar que, em pouco menos de uma década, o mercado consumidor
europeu para produtos a base de NPs cresceu cerca de 427%, indicando a rapida
expansao da nanotecnologia no continente (THE NANODATABASE, 2021).

O crescimento no consumo de produtos contendo NPs exerce impacto direto
na economia mundial. Estima-se que somente em 2021 o governo americano tenha
investido 1,7 bilhdes de dolares em pesquisas voltadas a nanotecnologia, totalizando
31 bilhdes de ddlares destinados a pesquisa e desenvolvimento de NPs desde 2001
(NATIONAL SCIENCE AND TECHNOLOGY COUNCIL, 2020). No Brasil, os dados
referentes ao periodo de 2000 a 2007 indicam que a iniciativa publica destinou cerca
de 160 milhdes de reais para fundos de pesquisa em nanotecnologia (PISCOPO et
al., 2015), sendo esta considerada uma area tecnoldgica prioritaria para investimento
entre os periodos de 2020 e 2023 (GOVERNO DO BRASIL, 2020). Com o alto

investimento em nanotecnologia, pode-se esperar que 0s proximos anos tragam ainda
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mais NPs inovadoras, aumentando assim a gama de produtos disponiveis no mercado
consumidor (SINGH, 2017).

1.3 NANOPARTICULAS NA SAUDE

Uma das principais tendéncias dentro da nanotecnologia € o desenvolvimento
de NPs voltadas para aplicagdes na area da saude (AZHDARZADEH et al., 2015). As
NPs conseguem transpor a membrana celular devido ao seu tamanho reduzido, sendo
capazes de alterar a farmacocinética, a farmacodindmica e a biodistribuicdo de
moléculas terapéuticas (PRABHA et al., 2016). Assim, uma variedade de NPs ja sédo
empregadas ou estdo sendo estudadas para utilizagdo em diferentes areas da
medicina, como no desenvolvimento de drogas antitumorais, implantes cirurgicos,
sistemas inteligentes de distribuicdo de medicamentos, diagndstico por imagem,
engenharia de tecidos e medicina regenerativa (AKCAN et al., 2020). Até o momento,
503 estudos clinicos envolvendo NPs com aplicagdes bioldgicas estdo em andamento
no cenario mundial, dos quais 13 se concentram na América Latina, sendo 11
desenvolvidos no Brasil (U.S NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2021).

O emprego de NPs na area biomédica tem potencial para afetar positivamente
a abordagem diagnéstica e terapéutica de doengas. O aumento da sensibilidade e
durabilidade de moléculas associadas a NPs decorrente das propriedades fisico-
quimicas das NPs é explorado no diagnostico médico para detecgdo precoce de
doengas e na terapia alvo (PATEL; NANDA, 2015). As nanoparticulas contendo
bismuto (BiNPs), por exemplo, vém sendo estudadas devido sua capacidade de
aumentar a sensibilidade de células a radiagao, o que poderia aumentar a eficacia dos
tratamentos radioterapicos para tumores malignos (TORRISI et al., 2018). Outras
NPs, como as de ouro, ja sdo ativamente empregadas como biossensores para
deteccdo prematura de biomarcadores de cancer de mama, por exemplo (HAKIMIAN
et al., 2018; SAEED et al., 2017). Mais recentemente, algumas NPs comecgaram a ser
avaliadas como agentes antivirais para o tratamento de coronavirus (COVID-19),
sendo incorporadas como moléculas carreadoras e adjuvantes no desenvolvimento
de vacinas de alta eficiéncia (ALIMARDANI; ABOLMAALI; TAMADDON, 2021).

As NPs encontram-se presentes também em dispositivos médicos, os quais se
referem a qualquer aparelho, instrumento ou artigo destinado ao uso em humanos

para diagnostico e tratamento de doengas ou modificagdo da anatomia corporal e
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processo fisiologico danificado. Alguns exemplos de dispositivos médicos com NPs
disponiveis para comercializagdo no mercado europeu sdo curativos e cateteres
antibacterianos com NPs de prata, cimentos odontoldgicos para restauragcao dentaria
com NPs de didxido de silica, cateteres reforgados com nanotubos de carbono para
maior sustentacdo e NPs supermagnéticas para tratamento do cancer (MUSAZZ| et
al., 2017).

As industrias farmacéutica e cosmética compde outro nicho ocupado por NPs,
as quais sao particularmente uteis no desenvolvimento de cosméticos. Algumas das
principais vantagens do uso de NPs na cosmetologia sdo o aumento da penetragao
de principios ativos na pele, formulagao de novas coloragdes para batons e esmaltes,
transparéncia em protetores solares e conferéncia de efeitos de longa duragéo para
maquiagens e cremes (FYTIANOS; RAHDAR; KYZAS, 2020). Exemplos de NPs
incorporadas em cosmeéticos incluem NPs de prata como agentes bactericidas e
antifungicos, NPs de 6xido de titanio e zinco como bloqueadores de raios UV e UVB
em protetores solares e lipossomas para aumento da permeabilizacdo cutanea
(MUSAZZI et al., 2017).

Entretanto, o sucesso da aplicagdo de NPs na saude, na industria farmacéutica
e em tantas outras areas nao deve ofuscar a importancia dos estudos acerca dos
potenciais efeitos adversos desses NMs. Até o momento ndo existe um consenso
entre os 6rgaos regulatérios mundiais sobre os parametros toxicolégicos que devem
ser avaliados para estabelecer a seguranca e eficacia de NPs (VANCE et al., 2015),
de forma que muitos dos produtos voltados para a saude que se encontram em
circulagao no mercado nao contém informagdes suficientes sobre o perfil toxicolégico
das NPs encontradas em sua composi¢cao (THE NANODATABASE, 2021). Além das
NPs ja estabelecidas, aquelas que se encontram em fase de desenvolvimento, como
as BiNPs, ainda sao pouco estudadas em relacdo a sua interacdo com sistemas
bioldgicos, limitando assim a determinagdo de sua seguranga para uso humano e
também para o meio ambiente (GEHR, 2018). Com isso, a avaliagao toxicologica de
NPs, bem como a compreensao dos fatores fisico-quimicos determinantes para sua
influéncia sobre sistemas biolégicos sdo um passo essencial para a projegdo de NPs
nao-téxicas, seguras e eficientes (AZHDARZADEH et al., 2015).
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1.4 NANOTOXICOLOGIA

As propriedades fisicas e quimicas das NPs desempenham papel fundamental
em sua interagdo com sistemas bioldgicos, influenciando diretamente os mecanismos
de efeitos toxicos bem como a absorgéo, o acumulo e transporte de NPs no organismo
(ATTARILAR et al., 2020). Uma vez dispersas no ambiente, as NPs podem entrar em
contato direto com os sistemas bioldgicos por meio de diferentes rotas de exposigao,
tais como inalagdo, ingestdo ou exposicdo dérmica, a partir das quais sao
reconhecidas e internalizadas, passando a interagir com estruturas celulares de
acordo com seu mecanismo de agdo (ARMSTEAD; LI, 2016). A possivel resposta
toxicolégica desencadeada por esse processo de reconhecimento e internalizagéo é
dependente de fatores como tamanho, morfologia, composigéo, carga de superficie e
reatividade da NPs, podendo diferir completamente do perfil toxicolégico da mesma
substancia em escala convencional (MALAKAR et al., 2021).

Diferentes estudos apontam que o tamanho é um dos fatores predominantes
na resposta de toxicidade desencadeada por NPs (RIBEIRO et al., 2017;
SUKHANOVA et al., 2018). O tamanho das NPs é comparavel ao tamanho de
proteinas (2 — 10 nm), didmetro da hélice de DNA (2 nm) e espessura das membranas
celulares (10 nm), o que Ihes facilita a entrada nas células e o transporte através de
diferentes organelas (SUKHANOVA et al., 2018). No caso de NPs com tamanho
reduzido, o aumento da superficie de contato permite que uma fragdo maior da
particula interaja com o ambiente intracelular, aumentando sua potencial toxicidade
em comparagao com NPs maiores (RIBEIRO et al., 2017).

Outro fator importante € a morfologia das NPs, a qual influencia diretamente os
mecanismos de internalizacao celular. Sabe-se que NPs esféricas sao endocitadas
mais rapidamente do que NPs em forma de hastes ou fibras, ao passo que NPs nao
esféricas exibem mais chances de serem transportadas por capilares. Além disso, o
formato das NPs afeta também sua superficie de contato. NPs com formato octogonal,
por exemplo, apresentam uma superficie de contato pelo menos 8 vezes maior do que
NPs esféricas, exibindo assim maior reatividade e atividade catalitica em sistemas
biolégicos (GATOO et al., 2014; NAVYA; DAIMA, 2016).

A toxicidade das NPs é igualmente influenciada por sua composigao
quimica. Estudos nanotoxicoldgicos evidenciaram que NPs inorganicas com o mesmo

tamanho e morfologia, mas composi¢do quimica distintas demonstraram perfis
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toxicologicos diferentes (YANG et al., 2009; SUKHANOVA et al., 2018). A toxicidade
dependente da composi¢ao quimica esta relacionada principalmente a liberagcao de
ions metalicos para o ambiente intracelular. Alguns metais, como a prata e o chumbo,
sdo de fato toxicos e, portanto, capazes de promover danos celulares em baixas
concentragdes. Por outro lado, ions metalicos como ferro e zinco sao uteis do ponto
de vista biolégico, mas podem ser prejudiciais quando encontradas em excesso dentro
das células (ATTARILAR et al., 2020). A liberagdo de ions em solugdo pode ser
prevenida através da cobertura do nucleo de NPs metélicas com polimeros orgéanicos
ou pelo emprego de métodos de sintese que utilizem compostos estabilizadores em
seu protocolo (SOENEN et al., 2015).

A carga de superficie também desempenha um papel importante na toxicidade
de NPs, definindo parcialmente sua interagdo com sistemas biologicos. Sendo a
membrana plasmatica carregada negativamente devido a presenca de glicoproteinas,
NPs com cargas positivas séo internalizadas mais rapidamente do que NPs com carga
neutra ou negativa e, portanto, exibem maior toxicidade. Além de penetrarem mais
efetivamente através da membrana, NPs com cargas positivas podem ainda interagir
com outras moléculas carregadas negativamente, como o DNA, podendo gerar
genotoxicidade (SUKHANOVA et al., 2018). Outra caracteristica importante
influenciada pela carga de superficie das NPs é a formacgéo da corona proteica. Assim
que as NPs entram em contato com fluidos bioldgicos, as proteinas celulares sao
imediatamente adsorvidas em sua superficie, formando a corona proteica, que confere
identidade biolégica as NPs. A carga superficial das NPs pode aumentar ou diminuir
a afinidade de ligagado das proteinas da corona, o que pode resultar em eventuais
variagcdes no destino intracelular das NPs (LIU; TANG; DING, 2020).

O revestimento de superficie formado pela corona proteica é dividido em hard
corona, que representa a camada interna de proteinas que estdo fortemente ligadas
a superficie das NPs, enquanto as proteinas presentes na soft corona possuem
ligacao reversivel as NPs e permanecem nas camadas mais exteriores da particula.
A corona proteica € altamente dinamica, sendo considerada unica para cada NP, e
representa o primeiro nivel de interacdo entre as NPs e as células. Dessa forma, a
corona proteica influencia fortemente a internalizacido, o transporte, o destino e os
mecanismos de citotoxicidade de NPs em sistemas bioldgicos. A superficie das NPs
pode ser conjugada de maneira artificial com diferentes grupos de proteinas, lipidios

e polimeros logo apds a sintese como forma de aumentar ndo s6 a estabilidade da
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particula mas também para favorecer a formagao da corona proteica, aumentando a
biocompatibilidade das NPs com potencial para aplicacbes biomédicas
(ABDELKHALIQ et al., 2018; LIU; TANG; DING, 2020).

Nesse contexto, as propriedades fisicas e quimicas das NPs, as quais
influenciam sua interagdo com sistemas biologicos e sua toxicidade (Fig. 2), devem
ser levadas em consideragao durante o desenvolvimento de novas NPs (DONAHUE;
ACAR; WILHELM, 2019). Atualmente, diversos métodos analiticos visam a
caracterizacao das propriedades fisico-quimicas das NPs, dentre os quais pode-se
destacar as técnicas de microscopia para avaliagao da morfologia e do tamanho de
NPs, e técnicas baseadas em espectroscopia para determinagao da composigao e da
carga de superficie de particulas em nanoescala. Apesar da ampla gama de técnicas
existentes, a caracterizacao de NPs € um desafio para a comunidade cientifica, pois
as metodologias disponiveis ainda sdo pouco precisas para analise fisico-quimica de
NPs, tendo sido adaptadas a partir de ferramentas utilizadas para analise de materiais
em escala convencional. Consequentemente, a caracterizacdo robusta de NPs
depende do emprego simultédneo de diferentes técnicas que nem sempre s&o de facil
acesso ou utilizacao, de forma que nao existe um padrao universal de metodologias
indispensaveis para avaliagdo completa de NPs (MOURDIKOUDIS; PALLARES;
THANH, 2018a).

Além disso, a natureza heterogénea das propriedades fisico-quimicas das NPs
e as inumeras possibilidades de interagdo com sistemas bioldgicos dificultam a
avaliagao nanotoxicolégica, tornando os dados acerca dos mecanismos de toxicidade
de NPs disponiveis na literatura conflitantes (AZHDARZADEH et al., 2015). A falta de
clareza sobre o perfil toxicoldgico de NPs que ja se encontram disponiveis no mercado
e daquelas em desenvolvimento, dificulta o estabelecimento de uma regulamentagao
mundial para avaliagdo de seguranga e comercializacdo de NPs, que ainda se
encontram em fase de elaboragao. Assim, torna-se necessario que o desenvolvimento
de novas NPs seja acompanhado por uma avaliagéo toxicolégica bem planejada e

executada de modo a gerar dados consistentes e relevantes (LAl et al., 2018).
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Figura 2: Propriedades fisico-quimicas de BiNPs responsaveis por sua interacédo e toxicidade em
sistemas bioldgicos. O esquema foi elaborado a partir do acervo disponivel no aplicativo BioRender
(https://biorender.com/). Fonte: Adaptado de (ATTARILAR et al., 2020).

1.5 NANOPARTICULAS DE BISMUTO

Descrito como um dos metais menos toxicos e biologicamente reativos da
tabela periddica, o bismuto tem sido amplamente utilizado como matéria-prima para a
formulacdo de diferentes produtos médicos e farmacéuticos desenvolvidos ao longo
das ultimas décadas. Em face das aplicabilidades do bismuto em sua forma bruta,
atualmente as nanoparticulas de bismuto (BiNPs) sdo destaque entre as NPs em fase
de desenvolvimento devido suas possiveis aplicacdes biomédicas e suas excelentes
propriedades fisico-quimicas, como boa estabilidade quimica e atividade catalitica,
forte absorbancia no infravermelho préximo e alta eficiéncia de conversao fototérmica.
Além disso, as BiNPs sao atrativas do ponto de vista econédmico, sendo relativamente
mais baratas do que NPs compostas por outros metais, como a prata, o que as torna
viaveis para produgédo em larga escala (SHAHBAZI et al., 2020).

Assim como diferentes NPs metalicas, as BiNPs sdo amplamente investigadas
quanto suas propriedades antimicrobianas, que podem ser eventualmente Uteis para
o tratamento de doencas infecciosas e no combate a resisténcia bacteriana. Os efeitos
inibitérios de BiNPs zerovalentes sobre o crescimento da bactéria Streptococcus
mutans e formagao de biofilme na cavidade oral, por exemplo, foram comparaveis
com aqueles descritos para clorexidina, um dos antissépticos orais mais utilizados na
odontologia (HERNANDEZ-DELGADILLO et al., 2012, 2017). Ja a atividade
antimicrobiana de BiNPs de sintese biogénica sobre diferentes cepas da bactéria
Helicobacter pylori foi superior a observada para sais organicos de bismuto, que sao
tradicionalmente empregados como primeira linha de tratamento para casos de
ulceras pépticas e gastrites severas (NAZARI et al., 2014). Além de propriedades
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antimicrobianas, as BiNPs apresentam também atividade antifungica, tendo sido
eficazes na inibicdo do crescimento do fungo Candida albicans, principal agente
causador da candidiase oral (BADIREDDY et al., 2014).

Devido a boa biocompatibilidade e elevado numero atbmico do bismuto, o que
Ihe confere excelente capacidade de retencdo de radiacao ionizante, as BiNPs sao
especialmente atrativas como agentes contrastantes para o diagndstico por imagem
(HERNANDEZ-RIVERA et al., 2019). Embora outros compostos de bismuto tenham
sido estudados na imagiologia, como o sulfeto de bismuto, BiNPs sdo consideradas
uma alternativa promissora por concentrarem uma grande quantidade de ions
metalicos em seu nucleo, o que aumenta a absorg¢ao de radiagdo ao mesmo tempo
que reduz a dose de administragado necessaria para o contraste (GOMEZ et al., 2019).
Além disso, em comparag¢ao com NPs de ouro, as quais sdo amplamente investigadas
como agentes contrastantes, as BiNPs sdo mais propensas a serem oxidadas em
condigdes fisiologicas, o que diminui a possibilidade de bioacumulagéo no organismo.
BiNPs sédo igualmente vantajosas do ponto de vista econdmico, uma vez que o
bismuto custa aproximadamente 2000 vezes menos do que o ouro, além de ser pelo
menos 2 vezes mais abundante na atmosfera, o que o torna interessante para uso
médico em largas propor¢gdes (BROWN; GOFORTH, 2012).

Ainda no contexto da area médica, o emprego de BiNPs para o tratamento de
cancer € potencialmente a aplicagdo mais inovadora e também a mais investigada
para essas particulas. Apesar de as terapias tradicionais para o tratamento de cancer
estarem em avancgo constante, as taxas de mortalidade da doenca ainda sio altas e
os intensos efeitos colaterais dos tratamentos disponiveis permanecem sem solugao.
Assim, as BiNPs inicialmente chamaram atencdo em tratamentos alternativos para o
cancer, como a terapia fototérmica, devido a possibilidade de associagdo com outras
terapias convencionais, tais quais a quimioterapia e a imunoterapia (LI et al., 2017;
SONG et al., 2019). As BiNPs apresentam ainda boa atividade radiossensibilizadora,
aumentando consideravelmente a sensibilidade tumoral a radiagédo, o que pode
potencializar a eficacia do tratamento radioterapico tradicional (DENG et al., 2018;
STEWART et al., 2016). Outros estudos buscam ainda combinar as funcionalidades
das BiNPs como agentes contrastantes para o diagndstico por imagem com suas
propriedades fototérmicas para criagdo de um agente terandstico Unico capaz de

diagnosticar e tratar tumores malignos com maior precisao (LU et al., 2019).
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As BiNPs sdo investigadas também quanto sua aplicagdo em biossensores
para detecgdo rapida e acurada de eventos biologicos. O bom desempenho de BiNPs
nessa area esta diretamente relacionado com suas propriedades fisicas e bioldgicas,
tais como resisténcia elétrica, baixa condutividade térmica e habilidade de adsorcéo
de moléculas em sua superficie. Nesse contexto, as BiNPs ja foram avaliadas em
biossensores para deteccdo de estresse oxidativo (MUTHUMARIYAPPAN et al.,
2019), liberacdo de perdxido de hidrogénio por células presentes em tumores de
mama (MOHAMMADNIAEI et al., 2018) e drogas anti-inflamatérias (NIGOVIC; JURIC;
MITROVIC, 2017).

Em face das inumeras aplicabilidades sendo estudadas para as BiNPs (Fig. 3),
€ de se esperar que essas NPs ganhem ainda mais espago na area biomédica, tendo
potencial inclusive para serem incorporadas a produtos de uso humano voltados para
a area da saude. Além do baixo custo para producédo em larga escala, as BiNPs sao
versateis também em seu processo de sintese, podendo ser produzidas a partir de
diferentes metodologias (SHAHBAZI et al., 2020). Entretanto, por ainda estarem em
fase de desenvolvimento, pouco se sabe acerca da toxicidade de BiNPs em sistemas
bioldgicos, especialmente em modelos humanos, que séo o foco quanto ao eventual
uso de BiNPs (ABUDAYYAK et al., 2017). Portanto, uma das etapas cruciais antes da
disponibilizagao de BiNPs para fins biomédicos € a avaliagao toxicolégica de BiNPs,
visando garantir a aplicagao segura dessas NPs em sistemas biologicos (REUS et al.,
2018).

Terapias para o
cancer

N -

Diagndstico por | | )
BiNPs |

Figura 3: Principais aplicacdes biomédicas em investigacdo para BiNPs. Dentre as NPs em
desenvolvimento, as BiNPs apresentam uma gama de potenciais aplicagdes biomédicas que vao desde
seu emprego como radiossensibilizadora para terapia do cancer e contrastantes para diagnéstico por
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imagem até agentes bactericidas e antifungicos para tratamento de doencgas infecciosas. O esquema
foi elaborado a partir do acervo disponivel no aplicativo BioRender (https://biorender.com/). Fonte:
adaptado de (SHAHBAZI et al., 2020).

1.5.1 Sintese fisica de nanoparticulas de bismuto

As técnicas de sintese de NPs estdo em constante evolugao para suprir as
demandas do mercado nanotecnolégico e também reduzir os impactos ambientais da
produgdo em larga escala de NPs. De maneira geral, os métodos de sintese de NPs
podem ser de forma quimica, biolégica ou fisica, sendo que cada metodologia
apresenta suas vantagens e desvantagens metodoldgicas (IJAZ et al., 2020).

As técnicas de sintese quimica sdo as mais comumente empregadas para a
producdo de NPs metalicas e baseiam-se na redugao de sais do metal de interesse
através da utilizagdo de agentes quimicos redutores, tais como o citrato de sodio e 0
acido ascorbico. Além dos redutores, a sintese quimica requer também a presenca de
estabilizadores, como o dodecilsulfato de sédio, para evitar a agregagado de NPs
metalicas em agua ou solventes organicos. Embora as NPs de origem quimica tenham
excelente estabilidade e permitam o controle preciso do tamanho e morfologia das
particulas, as solugdes de NPs recém-sintetizadas podem eventualmente conter
subprodutos toxicos gerados a partir das reagbes de redugdo, o que prejudica a
pureza das particulas (ELEMIKE et al., 2020).

Buscando superar as limitacdes da sintese quimica, recentemente as técnicas
de sintese biolégica ganharam aten¢gdo no ramo da nanobiotecnologia. Considerada
uma metodologia eco-friendly, a sintese bioldgica envolve a producao de NPs através
do extrato de plantas ou do metabolismo natural de microorganismos. O mecanismo
de redugao metalica em teoria € 0 mesmo empregado para a sintese quimica, com a
diferenca de que os redutores sdo agentes bioldgicos (SPORTELLI et al., 2018). A
biossintese de NPs € um processo escalonavel e relativamente barato, mas o longo
tempo de preparacgao da cultura de microorganismos ou plantas e a possibilidade de
liberagdo de toxinas provenientes do metabolismo normal de microorganismos sao
pontos que devem ser considerados na escolha deste método (ELEMIKE et al., 2020).

Por outro lado, os métodos fisicos de produgao de NPs, como a ablagao a laser
em meio liquido (LASIS), apresentam a grande vantagem de nao necessitarem do uso
de agentes redutores ou estabilizantes e ndo dependerem do metabolismo biologico
para sintese, gerando assim solugdes coloidais de NPs livres de subprodutos
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indesejados. Na técnica de LASIS, um alvo do metal de interesse, no nosso caso o
bismuto, é inserido em meio aquoso e irradiado por um feixe de laser de alta energia,
0 que resulta na formacao de NPs dispersas em solugao (Fig. 4). Dessa forma, as
caracteristicas fisico-quimicas desejadas para as NPs, como a concentragao, séo
alcancadas através da manipulacdo dos parametros de frequéncia, poténcia e
comprimento de onda do laser (BAIG et al., 2021). Apesar da energia gasta pelo laser
limitar a escalabilidade da técnica de LASIS, a sintese fisica ainda € mais rapida e
envolve menos etapas do que os processos de sintese quimica e bioloégica, além de
gerar NPs com maior pureza (SADROLHOSSEINI et al., 2019), o que é de extrema

importancia no caso de NPs com possiveis aplicagdes biomédicas.

——» LASER

— LENTE
FOCALIZADORA

» SOLVENTE

» ALVO DE BISMUTO

Figura 4: Representacdo esquematica da sintese fisica de BiNPs pela técnica de LASiS. Nessa
metodologia, um alvo de bismuto metalico de alta pureza é imerso em um solvente (agua) e irradiado
com um laser de alta energia para geragao de BiNPs dispersas em solugao. O esquema foi elaborado
a partir do acervo disponivel no aplicativo BioRender (https://biorender.com/). Fonte: adaptado de
(SADROLHOSSEINI et al., 2019).

1.5.2 Efeitos de nanoparticulas de bismuto em células de mamiferos

Diversos estudos ja demonstraram os potenciais efeitos benéficos de BiNPs
quando aplicadas na biomedicina, especialmente nas areas de terapia para o cancer,
diagnostico por imagem, desenvolvimento de biossensores e tratamento de infecgdes
bacterianas e fungicas (GOMEZ; HALLOT; PORT, 2018). No entanto, uma vez que o
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interesse pela aplicabilidade das BiNPs ainda é recente na comunidade cientifica,
estudos acerca de sua toxicidade tem recebido pouca atencdo. Até o momento, por
exemplo, ndo existem ensaios clinicos acerca da eficacia e seguranga de compostos
a base de BiNPs em andamento no cenario mundial (U.S NATIONAL LIBRARY OF
MEDICINE, 2021) e a literatura sobre a citotoxicidade de BiNPs em modelos in vitro
ainda esta em construcao e, portanto, & escassa. Com isso, compreender a interacao
de BiNPs com sistemas biolégicos € um passo fundamental para que estas NPs, que
sao tao visadas na biomedicina, possam futuramente sair das bancadas laboratoriais
e serem incorporadas de maneira segura em produtos de uso humano (BADRIGILAN
et al., 2020).

Compostos a base de bismuto ja foram associados com efeitos adversos in
vivo, como perda de mobilidade, déficit cognitivo e encefalopatia (BORBINHA et al.,
2019; HOGAN; HARBIDGE; DUNCAN, 2018), o que levantou questionamentos sobre
a possivel toxicidade do bismuto em nanoescala. Em face das limitagcbes dos modelos
in vivo, como alto custo, longa duracéo de experimentos e questdes éticas, a avaliagdo
in vitro é atualmente o principal meio para determinar o comportamento de sistemas
bioldgicos expostos a NPs, especialmente aquelas que se encontram em fase de
desenvolvimento (HUSSAIN et al., 2015), como é o caso das BiNPs. Dessa forma, os
poucos estudos disponiveis buscaram avaliar majoritariamente a citotoxicidade de
BiNPs em modelos in vitro, embora células de mamiferos, em especial as humanas,
ainda sejam pouco utilizadas (ABUDAYYAK et al., 2017).

Até o momento, NPs de 6xido de bismuto de sintese quimica foram associadas
com alteragdes nos mecanismos de estresse oxidativo por meio da formacio de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (AHAMED et al., 2019), morte celular por
apoptose e necrose (ABUDAYYAK et al., 2017) e aumento do processo autofagico
(LIU et al., 2017) em linhagens celulares humanas. E importante ressaltar que BiNPs
de sintese quimica sdo as mais produzidas e investigadas quanto a sua toxicidade,
ao passo que BiNPs sintetizadas fisicamente foram avaliadas somente em dois
estudos, ambos os quais empregaram linhagens celulares murinas como modelo
toxicolégico e registraram efeitos celulares adversos para este tipo de BiNPs (LUZ et
al., 2020; REUS et al., 2018). Além de promoverem a morte celular por apoptose em
fibroblastos murinos (REUS et al.,, 2018), as BiNPs produzidas por LASIS

apresentaram também possiveis efeitos toxicos sobre o sistema imune, o que foi
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evidenciado pelo aumento da atividade fagocitica de macrofagos da linhagem RAW
264.7 (LUZ et al., 2020).

Sendo assim, a toxicidade de BiNPs de sintese fisica ainda nao foi explorada
em células humanas. Embora os modelos celulares ndo humanos sejam de grande
uso na area da toxicologia, estima-se que eles tenham menor poder preditivo para
efeitos toxicos em humanos (LAUSCHKE et al., 2020). Dessa forma, tendo em vista
que as BiNPs sao consideradas especialmente para aplicacbes biomédicas, é
imprescindivel que BiNPs de sintese fisica sejam extensamente avaliadas em
modelos in vitro com alto poder preditivo, como as células-tronco humanas, de forma
a fornecer resultados relevantes acerca dos mecanismos pelos quais BiNPs afetam

células humanas.

1.6 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sao definidas como uma populagao de células com potencial
de autorrenovagao e diferenciagdo em diferentes tipos celulares (WEISSMAN, 2000).
Usualmente, as células-tronco sao classificadas de acordo com o tecido de origem e
o potencial de diferenciagéo (Fig. 5). Em relagéo ao tecido de origem, as células-tronco
podem ser derivadas de fontes embrionarias ou adultas. J4 em relagdo ao potencial
de diferenciacado, podem ser divididas em: totipotentes, as quais tém a habilidade de
se diferenciarem em qualquer tipo celular do organismo, incluindo os anexos
embrionarios; pluripotentes, que podem dar origem a tecidos dos trés folhetos
embrionarios (ectoderme, mesoderme e endoderme), exceto anexos embrionarios; e
multipotentes, as quais tem capacidade de se diferenciarem em um numero limitado
de tipos celulares especializados que sdo geralmente restritos ao folheto de origem
(revisado por BACAKOVA et al., 2018). Existem ainda as células-tronco pluripotentes
induzidas, que séo obtidas de células somaticas e geneticamente reprogramadas para
retornarem ao estado de pluripoténcia (TAKAHASHI et al., 2007).
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Figura 5: Tipos de células-tronco. Classicamente, as células-tronco séao divididas de acordo com seu
local de origem e seu potencial de diferenciacao. A imagem representa as fases do desenvolvimento,
indo desde a fecundagéo até a fase adulta, bem como os tipos de células-tronco encontradas em cada
etapa. O desenho esquematico foi elaborado a partir do acervo disponivel no aplicativo BioRender
(https://biorender.com/). Fonte: adaptado de (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019).

1.6.1 Células-tronco adultas: as células-tronco mesenquimais

As células-tronco adultas, também conhecidas como células-tronco somaticas
ou ceélulas-tronco residentes, podem ser extraidas do feto em estagio avancado de
desenvolvimento ou diretamente de tecidos adultos, sendo assim multipotentes.
Acredita-se que as células-tronco adultas estdo presentes em todos os tecidos, onde
exercem o papel de manutencdo da homeostase tecidual. Esse processo € regulado
através do balanco entre a autorrenovacao, responsavel por manter uma quantidade
constante e minima de células residentes no tecido, e da diferenciagdo, a qual atua
na regeneracgao de danos teciduais e na reposicao de células especializadas do tecido
(revisado por GURUSAMY et al., 2018).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) ou estromais sdo destaque entre os
diversos tipos de células-tronco adultas disponiveis (CAPLAN, 2017). Em 2006, foram
estabelecidos os critérios basicos para caracterizacao de células-tronco adultas como
CTMs, sendo eles: 1) capacidade de crescimento in vitro como uma populagao celular
aderente ao substrato, 2) apresentar morfologia fibroblastica, 3) expressar uma série
de marcadores de superficie celular (CD105, CD73 e CD90) bem como demonstrar a
auséncia de outros (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR) e 4) as
CTMs devem apresentar a habilidade de se diferenciarem em adipécitos, osteoblastos
e condrdcitos (DOMINICI et al., 2006). Até o momento, as CTMs foram isoladas com

sucesso a partir do cordao umbilical e da placenta de recém-nascidos, bem como de
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tecidos adultos, como sangue periférico e menstrual, polpa dentaria, medula éssea e
tecido adiposo (revisado por ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019).

Como mencionado anteriormente, a capacidade de diferenciagao celular € um
dos fatores determinantes para caracterizagao de CTMs, além de ser essencial para
a manutencdo da homeostase e regeneracdo tecidual no organismo vivo (POST,;
CLEVERS, 2019). A diferenciagao adipogénica, por exemplo, é responsavel pela
formacdo dos adipdcitos que irdo compor o tecido adiposo, o qual tem funcéo
primordial de promover a homeostase corporal energética através do acumulo de
acidos graxos e lipidios em adipécitos maduros (CHOE et al., 2016). Por outro lado, a
diferenciacao osteogénica determina a formacgéao dos osteoblastos produtores da parte
organica da matriz 6ssea e que, em conjunto com os osteoclastos, atuam na
renovacgao e remodelagéo do tecido 6sseo (CHEN et al., 2016; HANNA; MIR; ANDRE,
2018).

Além da capacidade de autorrenovagao e de diferenciagcao, as CTMs atrairam
atencao especialmente pelo fato de ndo estarem sujeitas a questdes éticas e legais
associadas ao uso de células-tronco de origem embrionaria, uma vez que podem ser
facilmente obtidas através de procedimentos minimamente invasivos. Um exemplo
disso sao as células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs), as quais podem ser
isoladas a partir de residuos de gordura gerados em cirurgias de lipoaspiragao ou de
dermolipectomia, sendo esta uma excelente fonte de CTMs (NAE et al., 2013; NAJI et
al., 2019). Como células multipotentes, as ADSCs tem a capacidade de dar origem a
multiplos fendtipos celulares, mas sao responsaveis também por promoverem a
regeneragao tecidual por meio da estimulagdo da proliferagcao celular local (KOCAN
et al., 2017) e por secretarem fatores troficos que regulam a sinalizagao paracrina
através de citocinas angiogénicas, hematopoiéticas e pro-inflamatérias, por exemplo
(KILRQY et al., 2006).

Tendo em vista a biologia basica geral das CTMs e as vantagens apresentadas
para as ADSCs, nao é surpresa que estas células sejam exploradas em diferentes
campos da medicina regenerativa, terapia celular e no estudo de doencas metabdlicas
(BAJEK et al., 2016; CHOE et al., 2016; ZHANG et al., 2020). Recentemente, as
ADSCs passaram a ser exploradas também no desenvolvimento de modelos in vitro
para ensaios de citotoxicidade, especialmente para triagem inicial de novas drogas,

trazendo uma nova perspectiva para a area da toxicologia (ABUD et al., 2015).
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1.7 CELULAS-TRONCO COMO MODELO PARA ENSAIOS DE TOXICIDADE

Em face do desenvolvimento constante de novos materiais com propriedades
cada vez mais inovadoras e unicas, como as NPs, a area da toxicologia encontra-se
em permanente busca pelo aprimoramento de métodos de avaliagdo de seguranga
qgue sejam rapidos e relevantes para predicdo da toxicidade em humanos. Com o
crescimento dos movimentos pela reducdo dos testes em animais, atualmente os
ensaios in vitro sdo considerados o ponto de partida para avaliagdo toxicoldgica.
(ESKES et al., 2017). Assim, a escolha de um modelo in vitro biologicamente relevante
€ uma das etapas essenciais para que os ensaios de toxicidade possam mimetizar ao
maximo as condigdes fisioldgicas in vivo de sistemas bioldgicos expostos a compostos
potencialmente toxicos (HUSSAIN et al., 2015).

Tradicionalmente, os testes de citotoxicidade sdo executados com linhagens
celulares devido a disponibilidade comercial e facilidade de manutengao em condigdes
experimentais controladas. Entretanto, células de linhagens humanas sdo comumente
imortalizadas e muitas vezes originadas a partir de células tumorais, estando
propensas a instabilidade genética e alteracbes fenotipicas que nao séao
representativas do tecido original. Ainda, muitas células de linhagem sé&o
transformadas também a partir de tecidos de origem animal, como ratos e
camundongos, 0 que reduz a capacidade preditiva destas células em relagcdo a
sistemas humanos. As células primarias humanas, por sua vez, apresentam genétipo
melhor definido e oferecem uma visdo mais acurada de sistemas biolégicos in vivo,
embora a dificuldade e as questdes éticas envolvendo o isolamento de células
humanas e a capacidade limitada de passagens em cultura sejam pontos limitantes
no emprego destas células (JENNINGS, 2015; SCANU; MANCUSO; CAO, 2011).

Nessa perspectiva, as CTMs tornaram-se um modelo alternativo para avaliagéo
da toxicidade de diferentes substancias quimicas (ABUD et al., 2015; ESKES et al.,
2017), incluindo NPs (MANCUSO; CAO, 2014). Embora sejam células primarias, as
CTMs podem ser obtidas a partir de tecidos humanos destinados para descarte, como
as ADSCs, reduzindo as questdes éticas acerca de seu isolamento (NAE et al., 2013).
Além disso, em vista de suas caracteristicas bioldgicas intrinsecas, as CTMs sé&o
consideradas um otimo modelo preditivo de toxicidade humana pois permitem a

avaliacao de efeitos citotoxicos sobre a proliferagéo, sobrevivéncia e ainda durante a
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diferenciacao celular, o que pode revelar danos a fungdes celulares especificas de
células-tronco (KIM; CHE; YUN, 2019; MORI; HARA, 2013).

A diferenciagao celular &, de fato, a fungéo biolégica de CTMs mais explorada
em ensaios de toxicidade. Por ser um processo finamente regulado, a diferenciagao
esta sujeita a influéncia de compostos quimicos, como NPs, que podem resultar em
respostas toxicas ainda nao elucidadas (KOHL et al., 2011). Diferentes estudos
apontam, por exemplo, que NPs metalicas tém a capacidade tanto de estimular quanto
de inibir a diferenciagéo celular de CTMs (revisado por ZHOU et al., 2018). Foi
observado ainda que NPs de prata foram capazes de inibir (SENGSTOCK et al., 2014)
e também promover a diferenciagéo adipogénica de CTMs (HE et al., 2016), ao passo
que NPs a base de ouro ndo afetaram a adipogénese mas estimularam a
diferenciagcado osteogénica de células-tronco (CHOI et al., 2015; NIU et al., 2017).
Dessa forma, tendo em vista que a diferenciagdo € um processo altamente regulado
e ja se sabe que diferentes NPs podem afetar esse processo, a diferenciacao celular
de CTMs pode ser empregada como indicador de citotoxicidade de NPs (MURGIA et
al., 2016).

Assim, o emprego de CTMs como modelo in vitro pode fornecer resultados
relevantes acerca dos mecanismos toxicos pelos quais as BiNPs de sintese fisica
afetam células humanas, o que ainda néao foi investigado até o momento, permitindo
a avaliacdo de potenciais efeitos toxicos nos processos de autorrenovagédo e
diferenciacao celular (LIU et al., 2013). Considerando que as BiNPs s&o investigadas
especialmente quanto suas aplicagdes biomédicas, a correlacdo entre seu potencial
de aplicagao e os riscos toxicolégicos € uma etapa que deve anteceder uma possivel
comercializagcao destas NPs (REUS et al., 2018), de forma a garantir que as BiNPs
disponibilizadas sejam altamente eficazes e seguras para utilizacdo em sistemas

biolégicos humanos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de nanoparticulas de bismuto produzidas através do método
de sintese fisica de ablagao a laser em meio liquido sobre o comportamento celular e
potencial de autorrenovacao e diferenciacao de células-tronco derivadas do tecido

adiposo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a solugao coloidal de BiNPs quanto as suas propriedades fisico-
quimicas;
o Avaliar a citotoxicidade da solugédo coloidal de BiNPs na viabilidade celular

relativa em ADSCs;

° Analisar os efeitos ultraestruturais da interacdo entre a solugao coloidal de
BiNPs e ADSCs;

o Avaliar a influéncia da solugéo coloidal de BiNPs na atividade mitocondrial de
ADSCs;

o Avaliar os efeitos da solugcédo coloidal de BiNPs na proliferacdo celular de
ADSCs;

o Avaliar os efeitos da solucdo coloidal de BiNPs sobre os processos de

diferenciagao adipogénica e osteogénica de ADSCs.
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3 METODOLOGIA

3.1 DROGAS E REAGENTES

Para execucao dos protocolos experimentais foram utilizados alvos de bismuto
metalicos de alta pureza, penicilina/estreptomicina, vermelho neutro (VN), brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI),
paraformaldeido (PFA), dimetilsuféxido (DMSO), carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP), insulina, dexametasona, indometacina, 3 isobutil-1-metilxantina
(IBMX), vermelho nilo e B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, Sant Louis, EUA). Meio
Dulbecco MEM (DMEM), soro fetal bovino (SFB), L-glutamina, anticorpo secundario
anti-coelho 1gG 488 (A21206) e Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit for Imaging
AlexaFluor™ 594 (Gibco Invitrogen, Carlsbad, EUA). Albumina sérica bovina (BSA),
MitoTracker® Orange CMTMRos e MitoTracker® Green FM (ThermoFisher, Waltham,
EUA). Etanol, acido acético glacial e isopropanol absoluto (Merck, Whitehouse Station,
EUA). JC-10 potential membrane kit e anticorpo policlonal primario anti-Ki-67
(ab15580) (Abcam, Cambridge, EUA). Human Mesenchymal Stem Cell Osteogenic
Differentiation Medium Bullet Kit™ e kit Osteolmage™ Mineralization (Lonza®,
Walkersville, EUA). RNEasy mini kit e DNase (Qiagen™, Maryland, EUA). Kit ImProm-
[I™ Reverse Transcription System, RNase Out e GoTaq Polymerase Mix (Promega®,
Madison, EUA).

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE BiNPs

BiNPs foram sintetizadas através do meétodo de LASIS pelo laboratério
FotoNanoBio da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR). Para cada
lote de producao independente, um alvo de bismuto metalico de alta pureza foi imerso
em 50 ml de agua ultrapura estéril e irradiado no comprimento de onda de 1064 nm
de um laser Nd:YAG (Quantronix, Hauppauge, NY, EUA) na frequéncia de 1,4 KHz e
poténcia de 5 W. Cada ablacao teve duracédo de 5 minutos, sendo o laser direcionado
ao alvo de bismuto por meio de uma lente focal de 5 cm. Apéds a sintese, os lotes de
BiNPs foram estabilizados com 2,5 ml de BSA 1% para uma concentracao final de

0,05% de BSA por amostra (REUS et al., 2018). Para garantir que todos os lotes
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utilizados apresentassem caracteristicas semelhantes, as BiNPs foram avaliadas
quanto suas propriedades fisico-quimicas por diferentes metodologias.

A presenca do elemento quimico bismuto na solugdo coloidal de BiNPs foi
confirmada por espectroscopia ultravioleta visivel (UV/VIS). Para tanto, aliquotas de 1
ml de BiNPs recém-sintetizadas foram transferidas para cubetas de quartzo e
analisadas em espectrobmetro UV/VIS (Ocean Optics, Dunedin, FL, EUA;
espectrometro modelo USB2000+). A obtencdo de picos plasmbnicos com
comprimento de onda de 250 — 260 nm foi considerada caracteristica da presenca de
bismuto, conforme previamente estabelecido em trabalhos anteriores do grupo
FotoNanoBio da UTFPR (BEZERRA et al., 2017).

A frequéncia de distribuicdo de tamanho das BiNPs foi determinada através das
técnicas de espalhamento dinédmico da luz (DLS) e microscopia eletrbnica de
transmissao (MET). Para a analise de DLS, aliquotas de 1 ml de diferentes lotes de
BiNPs foram transferidas para cubetas de quartzo e lidas no analisador de particulas
Microtrac (Largo, FL, EUA, modelo Nanotrac Ultra). Os dados foram analisados pelo
software FLEX 10.6.0 e interpretados também pelos pesquisadores parceiros do
grupo FotoNanoBio. Para determinagao da dispersdo de tamanho por MET, grades
de niquel contendo BiNPs foram visualizadas em microscopio eletrbnico de
transmissao (JEOL JEM 1400 Plus, Jeol, Toéquio, Japao) e fotografadas pelo software
TEM Center for JEM-1400 Plus. Foram preparadas 3 grades recobertas com formvar
0,5% para cada lote produzido, sendo fotografados 5 campos diferentes em cada uma
delas, totalizando 15 fotos para cada lote. As imagens foram analisadas no programa
Imaged (versédo 1.45d; The National Institute of Health, EUA), sendo contabilizadas
somente BiNPs com tamanho maior que 1 nm e circularidade entre 0,60 e 1,00 nm.
Os dados brutos expressos em area foram convertidos em diametro no programa
Microsoft Office Excel e posteriormente analisados no GraphPad Prism® 6.0. As
fotografias provenientes da MET também foram empregadas para caracterizagao
morfoldgica visual das BiNPs.

A analise do potencial zeta para detec¢ao da estabilidade da solugéo coloidal
de BiNPs foi realizada pelo Instituto SENAI de Inovacdo em Eletroquimica. Para essa
técnica, aliquotas de 1 ml da solugéo de BiNPs (3 lotes de BiNPs armazenados por
aproximadamente 8 meses apos a sintese ao abrigo da luz e em temperatura de 2 a
8° C) foram transferidas para cubetas de acrilico e analisadas no Zeta Potential

Analyzer (Brookhaven, Nova lorque, EUA; modelo Zeta PALS). Os dados foram
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adquiridos e interpretados pelo software BIC Particle Solutions (Brookhaven, Nova
lorque, EUA), seguindo o protocolo interno estabelecido pelo setor. Foram realizadas
5 leituras por amostra, sendo o resultado final expresso em média + desvio padrao.
Apds a caracterizagdo completa, os lotes de produgdo de BiNPs foram
armazenados na temperatura de 2 a 8° C ao abrigo da luz at¢é o momento da

realizagdo dos experimentos.

3.3 CULTIVO CELULAR

ADSCs comercialmente adquiridas (Lonza®, Walkersville, EUA; niumero de
catalogo PT-5006) foram cultivadas em meio de rotina composto por DMEM
suplementado com SFB 10% e 4 mM L-glutamina, em atmosfera umidificada com
5,0% de CO2 a 37 °C. O meio de cultura foi renovado duas vezes por semana até as
células atingirem confluéncia superior a 90%, momento no qual as células foram
subcultivadas para expansao do cultivo celular ou plagueadas para execucido dos
experimentos. Todos os ensaios foram realizados com ADSCs entre as passagens 4

e 8, conforme instrugdes do fabricante.

3.4 PREPARAGCAO DE BiNPs PARA ENSAIOS IN VITRO

As BiNPs foram sonicadas (Branson 1510 Ultrasonic Cleaner, Gaithersburg,
Maryland, EUA) durante 30 minutos em temperatura ambiente (20 a 25° C) antes da
realizagcao dos experimentos. Posteriormente, as diferentes concentracdes de BiNPs
empregadas nos ensaios foram preparadas em meio de diluicao de drogas, composto
por DMEM suplementado com 4 mM de L-glutamina e 100U/ml de penicilina e 100
Mg/ml de estreptomicina. Para todos os ensaios biolégicos foram testados 3 lotes de

producao independente de BiNPs.

3.5 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR RELATIVA

Para verificar a citotoxicidade das BiNPs sobre ADSCs, a viabilidade celular
relativa foi avaliada através das técnicas de captagao do vermelho neutro (VN), ensaio
do MTT e quantificagdo nuclear apés marcagao com DAPI. Para tanto, ADSCs foram

cultivadas em placas de 96 pogos (3,5 x 102 células/pogo) por 24 horas. Apds, as
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células foram expostas a BiNPs na faixa de concentragéo de 23,25 — 345 ug/ml (fator
de diluigédo: 1:1,47) durante 48 horas. ADSCs tratadas somente com meio de cultura
foram consideradas como controle negativo.

O ensaio do VN foi revelado conforme protocolo previamente estabelecido em
nosso laboratorio (ABUD et al., 2015). Apos 48 horas de exposigéo, as células foram
lavadas com 250 pl/poco de D-PBS (solugao salina fosfatada com calcio e magnésio)
em temperatura ambiente e incubadas com 250 ul/pogo de solugéo de VN (25 ug/ml)
(VN diluido em DMEM suplementado com 5% de SFB, 4mM de L-glutamina, 100U/ml
de penicilina e 100ug/ml de estreptomicina) a 37 °C e 5,0% de CO2z durante 3 horas.
Seguido este periodo, as células foram lavadas com 250 ul/pogo de D-PBS e o corante
foi extraido com a adigdo de 100 pl/pogo de solugdo dessorbante (50% etanol, 49%
acido acético glacial, 1% de agua ultrapura). A placa foi mantida sob agitagéo por 20
minutos no escuro em temperatura ambiente e, em seguida, a leitura da absorbancia
no comprimento de onda de 540 nm foi realizada em leitor de placas (Biotek, Winooski,
Vermont, EUA).

Para a revelacao do ensaio do MTT, as células foram lavadas duas vezes com
D-PBS e, em seguida, incubadas com 100 pl/pogo de solugdo de MTT (0,5 mg/ml) por
4 horas a 37 °C e 5,0% de CO:z. Ao final do periodo de incubagéo, a solugdo de MTT
foi removida e os cristais de formazan foram extraidos com a adi¢gdo de 100 ul/pogo
de isopropanol absoluto. As placas foram mantidas sob agitagdo durante 5 minutos
no escuro também em temperatura ambiente e a leitura da absorbancia foi realizada
em leitor de placas (Biotek, Winooski, Vermont, EUA) no comprimento de onda de 550
nm (VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

As células destinadas a quantificagdo nuclear com DAPI foram lavadas duas
vezes com 200 ul/pogo de PBS aquecido (37 °C) e fixadas com 50 pl/pogo de PFA 4%
durante 10 minutos. Ao final desse periodo, as células foram lavadas novamente com
200 pl/pogo de PBS e os nucleos marcados com 50 ul/pogo de DAPI (1 ug/ml) por 10
minutos. Apds trés lavagens com 200 ul/pogo de PBS, as placas foram armazenadas
com o tampao ao abrigo da luz e em temperatura de 2 — 8° C até a leitura. As placas
foram analisadas em sistema de high content imaging Operetta CLS™ (Perkin Elmer),
onde adquiriram-se 13 fotos por pogo na objetiva de 20X (excitagao [Ex] = 355/385
nm e emissao [Em] = 430/500 nm), sendo as imagens posteriormente examinadas no

software Harmony® 4.8 (Perkin Elmer).
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3.5.1 Ensaio de viabilidade celular relativa apds exposi¢cao prolongada a BiNPs

A partir dos ensaios de viabilidade celular relativa, foram escolhidas
concentragdes nao citotoxicas para serem avaliadas durante a diferenciagao celular
de ADSCs. Uma vez que os experimentos de diferenciacdo adipogénica e osteogénica
sao realizados durante 14 e 21 dias, respectivamente, buscou-se avaliar o efeito das
concentragdes selecionadas em células-tronco indiferenciadas durante estes tempos.

Para tanto, ADSCs foram cultivadas na densidade de 3,5 x 103 células/pogo em
placas de 96 pocos e incubadas a 37 °C e 5,0% de CO2 por 24 h. No dia seguinte, as
células receberam o tratamento com BiNPs na faixa de concentracédo de 0,94 a 200
pg/ml (fator de diluicdo: 1:2,15). Foram selecionadas duas estratégias de exposigao
distintas para as BiNPs, conforme demonstrado na figura 6. Na exposi¢céo unica, as
células receberam o tratamento com BiNPs no dia 0 e, a partir do dia 4, foram
mantidas apenas com meio de cultura, o qual foi renovado a cada 3 — 4 dias de
experimento. Ja na exposicao repetida, tanto o meio de cultura quanto o tratamento
com as diferentes concentragdes de BiNPs foram renovados a cada 3 ou 4 dias de
experimento.

No décimo quarto e vigésimo primeiro dia de experimento, as células foram
submetidas ao mesmo protocolo de fixagdo e coloragao utilizado nos ensaios de
viabilidade celular relativa com DAPI, conforme descrito no item 4.4.1. As placas foram
submetidas a leitura em sistema high content imaging Operetta CLS™ (Perkin Elmer),
onde adquiriram-se 13 fotos/pogo na objetiva de 20X, sendo os dados analisados
através do software Harmony 4.8 (Perkin Elmer). Foram realizados trés experimentos

independentes para cada tempo e estratégia de exposicao.
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Figura 6: Representagdo esquematica das estratégias de exposi¢cdo empregadas para avaliagéo da
viabilidade celular apds exposicéo prolongada as BiNPs. A) Na exposicao Unica, as células receberam
o tratamento com BiNPs no dia 0 do experimento e, a partir do dia 4, foram mantidas apenas com meio
de cultura; B) Na exposicdo repetida, o tratamento com as BiNPs foi renovado a cada 3 ou 4 dias de
experimento. Os experimentos com duragéo de 14 dias tiveram as trocas de meio realizadas nos dias
4,7 e 11 e foram fixadas e coradas no décimo quarto dia, ao passo que os experimentos de 21 dias
tiveram o meio de cultura renovado nos dias 4, 7, 11, 14 e 17 e a fixagédo e coloragao realizados no
vigésimo primeiro dia de experimento. Fonte: a autora (2021).

3.6 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA INTERAGAO ENTRE BiNPs E ADSCs

A avaliagdo ultraestrutural da interacdo entre as BiNPs e as ADSCs foi
realizada por MET. Dessa forma, as ADSCs foram cultivadas em placas de 6 pogos
(0,5 x 105 células/pogo) e expostas a 34,19 ug/ml, 108,60 pg/ml e 302,24 ug/ml de
BiNPs por 48 horas. ADSCs tratadas somente com meio de cultura foram
consideradas como controle negativo. A preparacdo subsequente das células para
MET foi realizada pela equipe da Plataforma de Microscopia Confocal e Eletrénica do
Instituto Carlos Chagas (ICC/FIOCRUZ-PR). As células foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,1 M por 1 hora e armazenadas a
4°C. Ap0s, as células foram lavadas 3 vezes com tampao cacodilato de sédio 0,1 M e
entdo foram soltas da placa com auxilio de um espalhador de células, e transferidas
para um tubo. O pellet de células seguiu para a pos-fixacdo com 1% de tetréxido de
6smio, em tampéao cacodilato de sddio 0,1 M com 0,8% de ferrocianeto de potassio e
5 mM de cloreto de calcio, por 45 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Apds
lavagens com tampao cacodilato de sédio 0,1 M, as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e foram

emblocadas em resina epoxi (EMbed-812, Electron Microscopy Sciences). As
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amostras foram polimerizadas a 60°C por 72 horas. Cortes ultrafinos (70-90 nm) foram
obtidos com o ultramicrétomo Leica EM UCG6 (Leica) e contrastados com acetato de
uranila 5% por 45 minutos e com citrato de chumbo por 5 minutos. As imagens foram
obtidas no microscopio eletrénico de transmissdo Jeol JEM1400-Plus (JEOL JEM-
1400 Plus, Jeol, Toquio, Jap&o), sendo posteriormente analisadas no software ImageJ
(Imaged versao 1.45d; The National Institute of Health, EUA).

3.7 ENSAIOS DE AVALIACAO DO EFEITO DE BiNPs SOBRE A FUNCAO E
ESTRUTURA MITOCONDRIAL

3.7.1 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial

Visando avaliar os efeitos de BiNPs sobre a atividade mitocondrial de ADSCs,
o potencial de membrana mitocondrial foi determinado através da marcagédo com os
corantes JC-10 e MitoTracker® Orange CMTMRos. Sendo assim, ADSCs foram
plagueadas em placas de 96 pocgos transparentes (JC-10) ou com paredes pretas
(MitoTracker® Orange) na densidade de 3,5 x 103 células/pogo e mantidas a 37 °C e
5,0% de CO:2 durante 24 horas. Em seguida, as células foram tratadas com 34,19;
108,60; 234,19 e 302,24 pg/ml de BiNPs, concentragdes as quais foram previamente
determinadas a partir do ensaio do MTT, durante 48 horas a 37 °C e 5,0% de CO..
ADSCs tratadas com DMSO (1%) foram consideradas como controle.

Para o ensaio do JC-10, o meio contendo BiNPs foi descartado e as células
receberam 50 ul/pogo do corante, conforme instrugdes do fabricante. Apés 30 minutos
de incubagao a 37° C com 5% de COz, a intensidade de fluorescéncia basal do JC-10
([ExXEm] = 495/525 nm e [EX)Em] = 540/590 nm) foi quantificada em sistema high
content imaging Operetta CLS™ (Perkin Elmer) também a 37° C com 5% de CO:..
Imediatamente apds a leitura, as células foram incubadas por 20 minutos com 20
pI/poco de CCCP (carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona) (5 uM), um agente quimico
capaz de promover a despolarizagdo completa da membrana mitocondrial (LI et al.,
2018a). A intensidade de fluorescéncia foi lida novamente nas condigbes descritas
anteriormente. O potencial de membrana mitocondrial foi expresso como a razéo
média entre a intensidade de fluorescéncia basal e a intensidade de fluorescéncia

apos despolarizacdo completa com CCCP (AF/AFcccp). O potencial de células
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tratadas com BiNPs foi analisado em relacdo ao potencial das células nao tratadas
(DMSO 1%).

Para a marcagao com MitoTracker® Orange CMTMRos, corante fluorescente
que marca mitocdndrias de maneira dependente ao potencial de membrana
mitocondrial (BUCKMAN et al., 2001), as ADSCs foram lavadas duas vezes com 200
MI/poco de PBS aquecido (37 °C) para remocao do meio contendo BiNPs. Em seguida,
as células foram fixadas com PFA 4% por 15 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, lavadas mais duas vezes com 200 ul/pogo de PBS. As células foram
entdo coradas com 50 ul/pogo de MitoTracker® Orange CMTMRos (200 nM) por 1
hora ao abrigo da luz em temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas
com 200 pl/pogo de PBS e imediatamente incubadas no escuro com 50 pl/pogo de
DAPI (1 pg/ml) por 10 minutos para marcagdo nuclear. O excesso de DAPI foi
removido com mais duas lavagens com 200 pl/poco de PBS, sendo o tamp&o mantido
nas placas até o momento da leitura. Nesse ensaio, as células foram submetidas a
microscopia confocal no aumento de 40X em sistema high content imaging Operetta
CLS™ (Perkin Elmer) e as imagens foram analisadas pelo software Harmony® 4.8
(Perkin Elmer), seguindo-se protocolo fornecido pelo fabricante. Os resultados foram
expressos em numero de nucleos e intensidade média de fluorescéncia, sendo

analisados em relacao as células n&o tratadas.

3.7.2 Determinacédo da massa mitocondrial com MitoTracker® Green FM

De forma a determinar a influéncia das BiNPs sobre a massa e morfologia
mitocondrial de ADSCs, as células foram submetidas a marcagao mitocondrial com o
corante MitoTracker® Green FM, o qual marca mitocéndrias independentemente de
seu potencial de membrana. Para tanto, ADSCs foram plaqueadas na densidade de
3,5 x 103 células/pogo em placas de 96 pocos de fundo transparente e paredes pretas
(Greiner Bio-One®, Americana, Sao Paulo, Brasil) e cultivadas por 24 horas. Em
seguida, as células foram expostas a 34,19; 108,60; 234,19 e 302,24 ug/ml de BiNPs
ou DMSO 1% (controle negativo) por 48 horas a 37° C e 5% de COz2, seguindo as
mesmas concentragdes previamente empregadas para determinagao do potencial de
membrana mitocondrial. Passado o periodo de incubacéao, as células foram fixadas,

marcadas e analisadas seguindo o mesmo protocolo descrito na se¢ao 3.6.1 para o
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corante MitoTracker® Orange. Os resultados foram igualmente expressos como

numero de nucleos e intensidade média de fluorescéncia.

3.8 ENSAIOS DE PROLIFERAGCAO CELULAR

A possivel influéncia das BiNPs sobre a proliferagao celular de ADSCs foi
avaliada pelos ensaios de imunomarcacao de Ki-67 e incorporag¢ao do corante EdU.
Para esses ensaios, ADSCs foram cultivadas em placas de 96 pogos (3,5 x 103
células/pogo) por 24 horas. Passado esse periodo, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de BiNPs (23,25; 34,19; 50,25; 108,60; 234,19 e 302,24
pg/ml) escolhidas a partir dos ensaios de citotoxicidade e incubadas a 37 °C e 5,0%
de CO2z durante 48 horas. O controle negativo foi tratado somente com DMSO 1%
(veiculo).

Para a imunomarcacéao de Ki-67, os cultivos foram lavados duas vezes com
200 pl/pogo de PBS aquecido (37 °C) e fixados com PFA 4% por 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas mais duas vezes com
200 pl/pogo de PBS aquecido e permeabilizadas com 50 ul/pogo de solugdo de PBS
contendo 0,5% de Triton X-100 por 30 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram bloqueadas com 50 pl/pogo de PBS/BSA 1% por 1
hora sob agitagdo suave (100 rpm). As células foram entao incubadas com 30 pl/pogo
do anticorpo policlonal primario anti-Ki-67 (1:300) durante 24 horas a 4° C em camara
umida. Ao final da incubacao, as células foram submetidas a trés lavagens com 100
pI/poco de PBS aquecido sob agitagao (100 rpm), respeitando o intervalo de 5 minutos
para cada lavagem. A seguir, as placas foram incubadas com 30 ul/po¢o do anticorpo
secundario anti-coelho IgG 488 (1:600) por 1 hora ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas trés vezes com 100 pl/poco de PBS
por 5 minutos sob agitagdo constante (100 rpm) e, apos, os nucleos foram corados
com 50 pl/poco de DAPI (1 ug/ml) durante 10 minutos ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente. O excesso de DAPI foi retirado com trés lavagens de 5 minutos
com 100 pul/pogo PBS, sendo o tampao mantido sobre as células até o momento da
leitura ao abrigo da luz na temperatura de 2 — 8° C.

O ensaio do EdU foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante
(Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit for Imaging AlexaFluorTM 594, Invitrogen®
Carlsbad, California, EUA), com algumas modificagbes. Apds 24 horas de exposi¢cao
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as BiNPs, o corante EdU (5 uM) diluido em PBS foi adicionado as células, que
permaneceram em cultura por mais 24 horas, totalizando 48 horas de exposi¢cao as
BiNPs. Os nucleos foram corados com 100 ul/pogo de Hoechst 33342 (1:2000) por 30
minutos em ambiente protegido da luz. As células foram lavadas duas vezes com 100
MI/poco de PBS aquecido e as placas armazenadas com o tampao ao abrigo da luz
na temperatura de 2 — 8° C.

A analise quantitativa da imunomarcagao de Ki-67 ([Ex] = 460/490 nm e [Em] =
500/550 nm) e da incorporagao de EdU ([Ex] = 495/525 nm e [Em] = 540/590 nm) foi
realizada através do sistema de high content imaging Operetta CLS™ (Perkin Elmer)
(13 fotos/pogo) e do software Harmony® 4.8 (Perkin Elmer). Para tanto, os nucleos
foram selecionados de acordo com a marcacao do nucleo para DAPI ou Hoechst,
sendo consideradas células com nucleo de tamanho entre 50 - 500 ym e circularidade
de 0,90 ym. As células da borda foram excluidas para evitar dupla contagem e o cutoff
de intensidade para considerar as células positivas para marcagao foi de 4500 RFU
para ambos os experimentos. Os resultados foram expressos em porcentagem de
células positivas para Ki-67 ou para EAU em relagdo ao numero total de células em

cada poco.

3.9 ENSAIOS DE DIFERENCIAGAO CELULAR

3.9.1 Diferenciagao adipogénica

Para avaliagao da influéncia de concentracdes nao citotdxicas de BiNPs sobre
a diferenciagdo adipogénica, ADSCs foram cultivadas (3,5 x 102 células/pogo) em
placas de 96 pocgos durante 24 horas. No dia seguinte, as células receberam 50
ul/pogo de meio de indugéo adipogénica (DMEM suplementado com 10% de SFB, 4
mM de L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina, 2 ug/ml de
insulina, 2 yM de dexametasona, 400 yM de indometacina e 1 mM de IBMX) e 50
ul/pogo do tratamento com BiNPs na faixa de concentragdes de 0,94 a 200 pg/ml (fator
de diluicdo: 1:2,15). Similarmente ao ensaio de viabilidade celular prolongada, as
ADSCs foram submetidas a duas estratégias distintas de exposigcdo a BiNPs. Na
exposi¢ao unica, as BiNPs foram adicionadas as ADSCs no dia 0 e permaneceram
em cultura por apenas 3 dias (Fig. 6A), ao passo que na exposicao repetida as BiNPs

foram adicionadas a cada troca de meio, permanecendo em cultura durante todo o
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experimento (Fig. 6B). O meio de indugdo adipogénica (com ou sem BiNPs) foi
renovado a cada 3 — 4 dias durante 14 dias no total.

No décimo quarto dia apds a indugao, as ADSCs foram lavadas duas vezes
com 200 pl/pogo de PBS aquecido (37 °C) para remog¢ao do meio de cultura contendo
BiNPs e fixadas com 50 ul/pogo de PFA 4% por 10 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, as goticulas intracelulares de gordura foram coradas com 50 ul/poco de
vermelho nilo (1 pg/ml) durante 30 minutos ao abrigo da luz. Apés mais duas lavagens
com 200 pl/pogo de PBS, os nucleos foram contrastados com 50 pl/pogo de DAPI (1
Mg/ml) por 10 minutos ao abrigo da luz. O corante foi removido com duas lavagens de
200 pl/pogo de PBS e o tampao foi mantido em contato com as células a 2 — 8 °C até
o momento da leitura. A intensidade de fluorescéncia da marcagédo com vermelho nilo
([Ex] = 485 e [Em] = 555) foi analisada em leitor de placas (Biotek®, Winooski,
Vermont, EUA). Para quantificacdo do numero de nucleos (células positivas para
DAPI) ([Ex] = 355/385 nm e [Em] = 430/500 nm) e da area diferenciada ([Ex] = 460/490
nm e [Em] = 500/550 nm), foram adquiridas 13 fotos/pogos no aumento de 20X em
sistema high content imaging Operetta CLS™ (Perkin Elmer). As imagens foram
analisadas no software Harmony® 4.8 (Perkin Elmer). Os resultados foram expressos
em intensidade de fluorescéncia (leitor de placas), numero de nucleos, area e
porcentagem de diferenciacdo e analisados em relagao a células tratadas somente

com meio de indugéo adipogénica.

3.9.2 Diferenciagao osteogénica

Os efeitos de concentracdes nao citotoxicas de BiNPs também foram avaliados
sobre a diferenciacao osteogénica de ADSCs. Para tanto, ADSCs foram plaqueadas
na densidade de 2 x 103 células/pogo e mantidas em cultura por 24 horas. Apds esse
periodo, as células receberam 50 pul/pogo de meio de diferenciagcdo osteogénica
(Human Mesenchymal Stem Cell (hMSC) Osteogenic Differentiation Medium Bullet
Kit™, Lonza®, Walkersville EUA; niumero de catalogo PT-3002) e 50 upl/pogo do
tratamento com BiNPs, também nas concentragdes de 0,94 a 200 pg/ml (fator de
diluicdo: 1:2,15). O meio de diferenciacdo osteogénica (com ou sem BiNPs) foi
renovado a cada 3 — 4 dias durante 21 dias, seguindo-se 0s esquemas de exposi¢cao
unica e repetida descritos anteriormente (Fig. 6A — B). No vigésimo primeiro dia de

experimento, as células foram lavadas duas vezes com 200 pl/poco de PBS aquecido
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(37 °C) e fixadas com PFA 4% por 15 minutos. As ADSCs foram lavadas mais uma
vez com 200 pl/pogo de PBS e a matriz mineralizada foi evidenciada através da
marcagao com o kit Osteolmage™ Mineralization (Lonza®, Walkersville, USA; nimero
de catalogo PA-1503), conforme instrugées disponibilizadas pelo fabricante. Os
nucleos foram marcados com 50 ul/pogo DAPI por 10 minutos ao abrigo da luz, sendo
as células posteriormente submetidas a mais trés lavagens com 200 ul/pogo de PBS.
As placas foram armazenadas ao abrigo da luz na temperatura de 2 — 8 °C até a leitura
dos experimentos. Em sistema high content imaging, foram adquiridas 13 fotos/pogo
no aumento de 20X para quantificagcdo do numero de nucleos ([Ex] = 355/385 nm e
[Em] = 430/500 nm) e da area mineralizada ([Ex] = 435-460 e [Em] = 570-620). As
imagens adquiridas foram posteriormente analisadas no software Harmony® 4.8
(Perkin Elmer). Os resultados foram expressos em numero de nucleos, area de
mineralizagcdo e porcentagem de diferenciacdo e analisados em relagao a células

tratadas somente com meio de indugéo.

3.10 ANALISE DOS MARCADORES MOLECULARES DA DIFERENCIACAO
ADIPOGENICA

O efeito de concentracdes nao citotdéxicas de BiNPs sobre a diferenciagao
adipogénica foi analisado também a nivel molecular, através da avaliacdo da
expressdo do mRNA dos genes PPARy, C/EBPa, FABP4. Para tanto, ADSCs foram
cultivadas (0,5 x 10° células/pogo) em placas de 6 pogos e, apds 24 horas, induzidas
a diferenciacdo adipogénica (1 ml/pogo). Em conjunto com a indugado, as células
receberam o tratamento (1 ml/pogo) com trés concentragdes de BiNPs (9,36, 20,12 e
43,26 pg/ml) selecionadas a partir dos ensaios de diferenciagao. Células tratadas
somente com meio de cultura foram consideradas como controle. Seguindo os
protocolos de exposi¢cao unica e exposicao repetida, o meio de cultura foi renovado a
cada 3 — 4 dias durante 14 dias. No décimo quarto dia, as células foram submetidas a

extracdo de RNA para analise da expressao dos marcadores de adipogénese.

3.10.1 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total de ADSCs apds diferenciacdo adipogénica na

presenca de BiNPs foi realizada com o kit RNeasy Mini, seguindo as recomendacgdes
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do fabricante (Qiagen™, EUA). Inicialmente as células foram lavadas duas vezes com
1 ml de PBS e desagregadas com 600 ul de tampao de lise (disponivel no kit) contendo
B-mercaptoetanol (1:100). Em seguida, o lisado celular recebeu 600 pl de etanol 70%
e o conteudo foi transferido para colunas de purificagao. Apos trés centrifugacdes a
8000 xg por 15 segundos com 350 ul de tampao de lavagem, os possiveis vestigios
de DNA foram removidos através da incubacdo com 80 ul de DNase por 15 minutos
a 30 °C. Posteriormente, as colunas foram lavadas duas vezes com 500 ul de tampao
de lavagem diluido em etanol e centrifugadas a 10000 xg por 15 segundos. As
membranas foram secas por centrifugagao (10000 xg por 3 minutos) e o precipitado
ressuspendido em 30 ul de agua ultrapura livre de RNases. A quantidade final de RNA
em cada amostra foi dosada com o Agilent NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher,
Waltham, MA, EUA).

3.10.2 Sintese de cDNA

Para sintese do DNA complementar (cDNA), a reagdo com a enzima
transcriptase reversa foi realizada com o kit ImProm-lI™ Reverse Transcription
System (Promega®), seguindo as instrugdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado a
partir de 1 uyg de RNA total em volume total de 11,1 yl. Em seguida, as amostras
receberam 1 pl de oligodT (0,5 pg/ml) e foram incubadas a 70 °C por 5 minutos e, em
seguida, a 4 °C por outros 5 minutos. Apos o resfriamento, cada amostra recebeu 8,9
Ml do mix de reagdo composto por 4 ul de buffer ImProm 5x, 2,4 ul de MgCl2 (25 mM),
1 ul de ANTP (10 mM), 0,5 pl de RNase Out e 1 ul de transcriptase reversa. As
amostras foram entao incubadas por 5 minutos a 25 °C, seguida por uma segunda
incubacao de 1 hora a 42 °C e, por fim, uma incubacéo a 70 °C por 15 minutos. Em
seguida, as amostram receberam 200 ul de agua deionizada e o cDNA foi dosado em
Agilent NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher, Waltham, MA, EUA). O cDNA foi

armazenado a -20 °C até o momento do uso.

3.10.3 Reagao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa (RT-
gPCR)

O nivel relativo de expressao dos transcritos de interesse da diferenciagao

adipogénica foi mensurado através de RT-gPCR com o uso do kit GoTaq Polymerase
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Mix (Promega®) e do equipamento LightCycler® 96 (Roche®). Seguindo as
instrucdes do fabricante, cada pocgo recebeu 7,5 pl do mix de reagdo composto por 0,5
Ml de cada par iniciador (primers), 1,5 ul de agua ultrapura e 5 pl de GoTaq, sendo,
em seguida, adicionados 2,5 ul das amostras de cDNA. O programa de ciclos para as
PCRs foi o seguinte: iniciagdo a 50° C por 2 minutos, desnaturagéo a 95° C por 2
minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturacao a 95° C por 25 segundos, anelamento
e extensdo a 60° C por 60 segundos. As sequéncias dos primers para 0s genes
PPARYy, C/EBPa, FABP4 e GAPDH humano, usado como gene normalizador, estao
descritas na tabela 1.

Os dados foram analisados de acordo com a medida do ciclo de amplificagéao
(Cq) disponibilizados pelo software do proéprio LightCycler 96 (Roche®), calculando-
se a diferenga entre os valores médios de Cq dos genes avaliados em relagdo ao gene
normalizador GAPDH (ACt). Os dados de ACt de cada gene nas diferentes
concentracdes de BiNPs testadas foram comparados com os dados das amostras
sem tratamento (controle) (AACt), seguindo-se a analise de 2-22Ct para demonstrar a

expressao relativa do mRNA do gene em cada concentragéo testada.

Tabela 1: Sequéncias dos primers empregados nos experimentos de RT-qPCR. As sequéncias forward
(F) e reverse (R) de cada primer foram listadas.

GENE DESCRIGAO DO GENE SEQUENCIA (5’ — 37)
PPAR Peroxisome proliferator F: ATTACAGCAAACCCCTATTCC
Y activated receptor gamma R: GGCATCTCTGTGTCAACCAT

CCAAT enhancer binding
C/EBPa? -
protein alpha
F: ATGGGATGGAAAATCAACCA
R: GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
Glyceraldehyde-3-phosphate F: GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC
dehydrogenase R: TGGTTCACACCCATGACGA
a0s primers para o gene C/EBPaforam comercialmente adquiridos (Qiagen®, EUA).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

FABP4 Fatty acid binding protein 4

GAPDH

Os resultados foram analisados no programa de estatistica Graphpad Prism
versao 6.0. Primeiro, os dados foram analisados por meio do teste ANOVA de uma

via e, quando apresentaram resultado significativo (p<0,05), o pés-teste de Dunnett’s
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foi aplicado para comparagéo entre a média dos tratamentos e do controle. Todos os

dados est&do expressos em média + desvio padrao (DP).



55

4 RESULTADOS

4.1 PRODUCAO E CARACTERIZAGAO DA SOLUGAO COLOIDAL DE BiNPs

Vinte lotes independentes de BiNPs foram produzidos no laboratério
FotoNanoBio da UTFPR através da técnica de LASIS (Apéndice 1), destes, somente
10 apresentaram estabilidade satisfatéria e foram empregados na realizagdo dos
ensaios bioldgicos. A solugédo coloidal de BiNPs padréo possui coloragdo marrom
caracteristica (Fig. 7A), a alteragao da coloragcado da solucao de alguns lotes apods a
sintese (Fig. 7B) foi o primeiro indicio de degradagao das BiNPs observado. Através
da avaliacdo desses lotes por MET foi constatado que as amostras com coloracao
alterada estavam associadas com a formacgao de espiculas (Fig. 7C) ou aglomerados
de NPs na solugao (Fig. 7D). Sendo assim, esses lotes foram considerados em
possivel processo de degradacao e nao foram incluidos nas avaliagdes de efeitos

biolégicos.

Figura 7: Lotes de producao de BiNPs desconsiderados para ensaios biolégicos apds caracterizagao
fisico-quimica. (A) As solugdes coloidais de BiNPs produzidas por LASiS possuem coloragdo marrom
escura caracteristica da substancia. (B) Alteragdes na coloragéo da solugdo de BiNPs. Em diferentes
amostras, o tom marrom escuro das BiNPs foi gradualmente substituido pela coloragéo esbranquigada.
Andlises de imagens de MET evidenciaram a presenca de estruturas em forma de espicula (C) ou
aglomeragdes de BiNPs (D) em lotes com alteragdes colorimétricas. Barra de escala =1 uM em (C) e
200 nm em (D).
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De forma a garantir que todos os lotes utilizados apresentassem caracteristicas
equivalentes, as BiNPs foram submetidas a caracterizagcado fisico-quimica por
diferentes metodologias (Apéndice 1). Conforme determinado por espectroscopia
UVIVIS (Fig. 8A), as BiNPs apresentaram pico plasmébnico caracteristico no
comprimento de onda de 250 — 260 nm, confirmando assim a presenga do elemento
bismuto nas amostras. A analise das imagens obtidas por MET demonstrou que as
BiNPs se encontram dispersas em meio aquoso, apresentando morfologia esférica e
tamanho heterogéneo (Fig. 8B). A ampla distribuicdo de tamanho das BiNPs foi
confirmada por DLS (Fig. 8C), sendo evidenciada alta prevaléncia de NPs na faixa de
tamanho de 60 — 75 nm. A distribuicdo de tamanho calculada de acordo com a MET
foi menos ampla (Fig. 8D), identificando maior presenca de BiNPs com tamanho entre
5 — 10 nm. Foi realizada a medida do potencial zeta em uma amostragem
representativa (3 lotes) para determinagao da carga superficial das BiNPs, sendo os
valores de -8,55 + 1,23, -3,72 £ 0,59 e -3,55 £ 1,28 mV referentes aos lotes BiNPs_16,
BiNPs_17 e BiNPs_18, respectivamente (Anexo 1). Com base nesses resultados,
lotes independentes de BiNPs foram considerados equivalentes quanto a suas

propriedades fisico-quimicas.
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Figura 8: Caracterizacao fisico-quimica de BiNPs produzidas por LASIS. Trés lotes representativos de
BiNPs (BiNPs_16, BiNPs_17, BiNPs_18) estédo representados. (A) Determinagéo do pico plasménico
caracteristico das BiNPs através de espectroscopia UV/VIS. (B) A morfologia das BiNPs foi
determinada por microscopia eletrénica de transmisséo (MET). A frequéncia de dispersao de tamanho
das BiNPs em solucao foi avaliada pelas técnicas de DLS (C) e MET (D). Escala = 200 nm.

4.2 CITOTOXICIDADE DA SOLUGAO COLOIDAL DE BiNPs EM ADSCs

A citotoxicidade de trés lotes de producdo independente de BiNPs foi
determinada através da viabilidade celular relativa de ADSCs empregando-se os
ensaios de VN, MTT e quantificagao nuclear com DAPI. De acordo com esses ensaios,
as BiNPs apresentaram baixa citotoxicidade, alterando a viabilidade celular apenas
nas maiores concentracoes testadas. A viabilidade celular relativa foi reduzida para
18,14 £ 6,65%, 13,84 £ 11,07% e 30,03 + 4,76% nos ensaios do VN, MTT e DAPI (Fig.

9A, B e C), respectivamente, apds exposi¢cao a maior concentragéo de BiNPs testada
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(345 pg/ml). A quantificagdo nuclear com DAPI indicou também efeito citotoxico na
concentragéo de 234,69 pg/ml, sendo a viabilidade reduzida para 71,64 + 12,87% (Fig.
9C). Por outro lado, o ensaio do MTT detectou um aumento de aproximadamente
42,90 + 15,23% na formacdo de cristais de formazan em ADSCs expostas a
concentragdes mais baixas de BiNPs (23,25 - 50,23 ug/ml) (Fig. 9B). Essa alteracéo
promovida por concentragdes mais baixas nao foi identificada nos ensaios do VN e do
DAPI, sugerindo uma possivel interferéncia das BiNPs com particularidades da
técnica do MTT.

Com o intuito de confirmar que as BiNPs apresentaram capacidade citotoxica
semelhante independente da técnica utilizada, a sensibilidade de cada método foi
comparada a partir dos valores de concentragao inibitéria média (ICso0) determinados
para cada metodologia. Nao foram observadas diferengas significativas entre o 1Cso
das trés técnicas, sendo os valores de 281,17 + 35,95 pg/ml, 302,21 + 19,70 ug/ml e
282,58 + 26,01 ug/ml obtidos para o VN, MTT e DAPI, respectivamente (Fig. 9D e
tabela 2). Dessa forma, a alta concordancia entre os valores de |Cso de cada técnica
sugere que embora cada técnica acesse a viabilidade celular por parametros e vias

distintas, o padrao citotoxico obtido nos ensaios de viabilidade é robusto e consistente.
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Figura 9: Avaliagdo da citotoxicidade de BiNPs em ADSCs. Foram realizados trés experimentos
independentes com trés lotes distintos de BiNPs. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de
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captacéo do vermelho neutro (VN) (A), MTT (B) e quantificagéo nuclear com DAPI (C). (D) Comparagéo
entre os valores de concentragdo inibitéria média (ICso) das trés metodologias. Os dados estéo
expressos em média + desvio padrdo e foram analisados em relagédo ao controle (CT) (n = 3), exceto
para o ICso. A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida de pds-teste de
Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagéo ao controle (CT): *p <0,05; **p
<0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Tabela 2: Comparacéo entre os valores de ICso obtidos durante os ensaios de viabilidade celular
relativa para as trés metodologias empregadas.

ICs0 (ug/ml)
REPLICATAS VN MTT DAPI
Experimento 1 293,27 324,56 309,71
Experimento 2 309,51 294,71 257,86
Experimento 3 240,73 287,36 280,16
MEDIA + DP 281,17 + 35,95 302,21 £ 19,70 282,58 + 26,01

A partir destes resultados, foram determinadas as concentragdes de BiNPs a
serem empregadas nos ensaios posteriores. Para os ensaios de interacao
ultraestrutural por MET, proliferacdo celular e atividade mitocondrial, além de
concentragdes néo citotoxicas, avaliou-se também a concentragdo de ICso relativa ao
ensaio do MTT (302,21 ug/ml). Ja para os ensaios de diferenciagao celular, foram
escolhidas somente concentragdes de BiNPs que nao reduziram a viabilidade celular
de ADSCs (< 234,69 ug/ml).

4.3 EFEITOS ULTRAESTRUTURAIS DA INTERACAO ENTRE A SOLUCAO
COLOIDAL DE BiNPs E ADSCs

Para avaliar os efeitos da interagao entre BiNPs e ADSCs a nivel ultraestrutural,
as células foram submetidas a analise morfolégica por MET. Ao analisar as imagens,
foi possivel observar que as células ndo tratadas (grupo controle) (Fig. 10A) e as
células tratadas com 34,19 ug/ml (Fig. 10B) ou 108,60 ug/ml (Fig. 10C) de BiNPs
exibiram morfologias semelhantes. Nessas condi¢des, a integridade da membrana
plasmatica e do nucleo celular foi mantida, podendo ser identificada também a
presenca de organelas citoplasmaticas integras, como a mitocéndria e o complexo de
Golgi. Uma vez expostas a concentragédo de ICso (Fig. 10D), as células exibiram alta

desorganizacao citoplasmatica, o que é evidenciado pela presenga de estruturas
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celulares semelhantes a vacuolos no interior das células. Em conjunto, foi detectada
a formagao de figuras de mielina no citoplasma, sugerindo a ativagdo do processo
autofagico das ADSCs. De maneira geral, a analise morfoldgica corroborou os dados
obtidos nos ensaios de viabilidade celular relativa, sendo observados danos a
ultraestrutura de ADSCs somente para a concentragao citotoxica (ICso) investigada.
Ademais, nao foi identificada a presenca de BiNPs, caracterizadas como estruturas
circulares eletrodensas (Fig. 8B), em nenhuma das condigbes testadas. Esses
resultados sugerem que, nestas condi¢des, as células ndo endocitaram as BiNPs e
que as BIiNPs ndo necessitam ser internalizadas para promoverem danos

ultraestruturais em ADSCs.

Figura 10: Analise ultraestrutural da interacdo entre ADSCs e BiNPs. As ADSCs foram expostas a
BiNPs por 48 horas e em seguida submetidas a microscopia eletrénica de transmissao (MET). Imagens
representativas do controle negativo (A) e de células expostas a 34,19 ug/ml (B), 108,60 pg/ml (C) e
302,24 ug/ml de BiNPs. Barra de escala = 500 nm em (A) e 1 ym em (B), (C) e (D). N = nucleo; M =
mitocéndria; G = complexo de golgi; MP = membrana plasmatica; FM = figura de mielina. Escala = 500
nmem (A) e 1 ym em (B), (C) e (D).

4.4 TOXICIDADE MITOCONDRIAL DA SOLUCAO COLOIDAL DE BiNPs EM ADSCs

Tendo em vista o aumento expressivo na formacgao de cristais de formazan

observado no ensaio do MTT, e que esse ensaio € baseado na atividade de
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desidrogenases mitocondriais de células viaveis (VINKEN; BLAAUBOER, 2017),
tornou-se interessante verificar a influéncia das BiNPs sobre a atividade mitocondrial
de ADSCs. Dessa forma, a primeira etapa da avaliagdo da toxicidade mitocondrial de
BiNPs em ADSCs consistiu na determinagao do potencial de membrana mitocondrial
através do corante lipofilico catiénico JC-10.

O JC-10 é capaz de penetrar seletivamente na mitocéndria, mudando
reversivelmente de coloracdo de acordo com o potencial de membrana. Em
mitocdndrias polarizadas, o JC-10 é retido na matriz mitocondrial formando agregados
que emitem fluorescéncia vermelha (546 nm). Quando a mitocondria entra em
despolarizagéo, o colapso no potencial de membrana impede a entrada do JC-10 na
mitocdndria e, consequentemente, o corante permanece em sua coloragéo original
verde (488 nm). Sendo assim, € possivel determinar o potencial de membrana
mitocondrial a partir da analise da razado da intensidade de fluorescéncia para cada
coloracao (546 nm — vermelho / 488 nm — verde). Conforme observado na figura 11A,
identificou-se um aumento de 75,65 * 26,77% e 48,16 + 14,98% no potencial de
membrana mitocondrial de células tratadas com 34,19 e 108,60 ug/ml de BiNPs,
respectivamente, em relacéo as células sem tratamento. O tratamento com CCCP
(Fig. 11B) promoveu a despolarizagdo das mitocondrias de forma semelhante entre o
grupo controle e ADSCs tratadas com BiNPs, confirmando a sensibilidade do JC-10 a

alteracdes no potencial de membrana.
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Figura 11: Avaliagdo da toxicidade mitocondrial de BiNPs pelo corante lipofilico catiénico JC-10.
ADSCs tratadas com BiNPs (23,25 — 302,24 ug/ml) durante 48 horas foram observadas no aumento de
20X em sistema de high content imaging (Operetta®) e analisadas no software Harmony 4.8. A
membrana mitocondrial polarizada é capaz de reter o JC-10, o que resulta na emissao da fluorescéncia
vermelha (546 nm) pelo corante. Células com a membrana despolarizada, como € o caso do tratamento
com CCCP, nao conseguem reter o JC-10, que por sua vez emite fluorescéncia verde (488 nm). A
razdo média da intensidade de fluorescéncia do JC-10 (546/488 nm) foi determinada na auséncia (A)
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e na presenga (B) do agente despolarizante CCCP. Células tratadas com DMSO 1% foram
consideradas controle negativo (CT). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo e foram
analisados em relagéo ao controle (CT) (n = 6). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA
de uma via seguida de pds-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia em
relagdo ao controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Na tentativa de confirmar os resultados observados com o JC-10, o potencial
de membrana mitocondrial das ADSCs foi avaliado com o corante MitoTracker®
Orange CMTMRos. Conforme observado na figura 12, foi detectada a presenca de
precipitados fluorescente de MitoTracker® Orange CMTMRos nos grupos tratados
com as BiNPs inclusive nos espacgos extracelulares, sugerindo uma possivel interagao
das BiNPs com o corante. Como esperado, a analise quantitativa do numero de
células demonstrou redugao somente na maior concentragcao de BiNPs (Fig. 13A). Em
relagdo ao MitoTracker® Orange (Fig. 13B), o aumento na intensidade de
fluorescéncia foi proporcional ao aumento das concentragcdes de BiNPs testadas e,
consequentemente, a quantidade de precipitados fluorescentes detectados na analise
visual. Dada a forte indicagao de interagao entre o corante e as BiNPs, nao foi possivel
correlacionar os dados obtidos na marcagao mitocondrial com MitoTracker® Orange
com alteragdes no potencial de membrana mitocondrial e com os resultados

provenientes do ensaio do JC-10.

cT 34,19 pg/ml 108,60 pg/ml 234,69 pg/ml 302,24 pg/ml

DAPI

MitoTracker® Orange

Merge

Figura 12: Imagem representativa de ADSCs marcadas com MitoTracker® Orange CMTMRos apoés o
tratamento com BiNPs. As células foram expostas a BiNPs (34,19 - 302,24 ug/ml) durante 48 horas e
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marcadas com MitoTracker® Orange CMTMRos, que cora mitocondrias de acordo com o potencial de
membrana mitocondrial. As imagens foram adquiridas por microscopia confocal na magnificacdo de
40X em sistema high content imaging (Operetta®). Escala = 200 ym.
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Figura 13: Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial pelo corante MitoTracker® Orange
CMTMRos. Apods 48 horas de exposigao a diferentes concentragdes de BiNPs (34,19 - 302,24 ug/ml),
as células foram marcadas com MitoTracker® Orange CMTMRos. As imagens foram adquiridas por
microscopia confocal na magnificacdo de 40X em sistema high content imaging (Operetta®) e
analisadas no software Harmony 4.8. A analise quantitativa foi realizada com base nos parametros de
numero de nucleos (A) e intensidade média de fluorescéncia (IMF) (C). Os dados estdo expressos em
média + desvio padrao e foram analisados em relagéo ao controle (CT) (n = 6). A analise estatistica foi
realizada através de ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett. Os asteriscos representam
o nivel de significancia em relagao ao controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Com base nos resultados obtidos no ensaio do JC-10, levantou-se a hipotese
de que o aumento no potencial de membrana das mitocbndrias poderia estar
associada com aumento na massa mitocondrial das ADSCs. Sendo assim, o corante
MitoTracker® Green FM foi empregado para determinar a massa mitocondrial das
ADSCs expostas a BiNPs por 48 horas (Fig. 14). A analise quantitativa das imagens
obtidas por microscopia confocal demonstrou uma pequena redugéo na porcentagem
de nucleos marcados com DAPI para as duas maiores concentragdes de BiNPs
testadas (Fig. 15A). Tendo em vista que o MitoTracker® Green FM cora mitocéndrias
independentemente do potencial de membrana das mesmas, a intensidade média de
fluorescéncia do corante pode ser diretamente relacionada com a massa mitocondrial
das células. Como observado na figura 15B, as BiNPs reduziram a massa mitocondrial
das ADSCs para 72,11 £ 12,61% e 61,00 + 10,36% nas concentrag¢des de 34,19 pg/mi
e 108,60 pg/ml, respectivamente, em comparacgao as células nao tratadas (99,60 +
3,29%). Apesar da reducado na porcentagem de nucleos, ndo foram detectadas
diferencas significativas entre a massa mitocondrial de células tratadas com 234,69 e

302,24 pg/ml de BiNPs e o grupo controle. Em conjunto com o ensaio do JC-10, esses
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dados sugerem que as BiNPs induzem hiperatividade mitocondrial sem promover

aumento na massa mitocondrial de ADSCs.

CT 34,19 pg/ml 108,60 pg/ml 234,69 pg/ml 302,24 ug/ml

Mitotracker® Green DAPI

Merge

Figura 14: Imagem representativa de ADSCs marcadas com MitoTracker® Green FM apds o
tratamento com BiNPs. As ADSCs foram expostas a BiNPs (34,19 - 302,24 ug/ml) durante 48 horas e,
em seguida, coradas com MitoTracker® Green FM para avaliagdo da massa mitocondrial. As imagens
foram adquiridas por microscopia confocal na magnificagdo de 40X em sistema high content imaging
(Operetta®). Escala = 200 ym.
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Figura 15: Determinagédo da massa mitocondrial pelo corante MitoTracker® Green FM. As ADSCs
foram expostas a BiNPs (34,19 - 302,24 pg/ml) durante 48 horas. As células foram marcadas com
MitoTracker® Green FM, que cora mitocdndrias independentemente do potencial de membrana
mitocondrial. A analise quantitativa foi realizada baseada nos parametros de niumero de nucleos (B) e
intensidade média de fluorescéncia (IMF) (C). Os dados estdo expressos em média + desvio padréo e
foram analisados em relagédo ao controle (CT) (n = 6). A analise estatistica foi realizada através de
ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia
em relagado ao controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.
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4.5 AVALIACAO DOS EFEITOS DA SOLUGAO COLOIDAL DE BiNPs SOBRE A
PROLIFERACAO CELULAR DE ADSCs

Considerando que nos ensaios de viabilidade relativa uma das metodologias
indicou um possivel aumento de viabilidade sob concentracbes nao citotdxicas de
BiNPs, buscou-se avaliar se as BiNPs poderiam estar interferindo com o processo de
proliferacdo celular das ADSCs. Dessa forma, o potencial proliferativo de BiNPs em
ADSCs foi determinado através das técnicas de imunomarcacdo de Ki-67 e
incorporacao de EdU. Em relagdo ao ensaio de imunomarcagao da proteina nuclear
Ki-67, conforme observado na figura 16, as BiNPs promoveram uma redugcdo no
numero de nucleos nas maiores concentragdes (Fig. 17A). A analise quantitativa das
imagens confirmou que as BiNPs elevaram a porcentagem de células Ki-67" para
80,39 £ 4,23% na concentragdo de 108,60 ug/ml, enquanto as células do controle
exibiram 43,48 + 20,30% de células positivas para a marcagao (Fig. 17B). Para as
concentragdes de 50,26 e 234,69 pg/ml de BiNPs, a porcentagem de células Ki-67*
foi de 69,71 £ 9,55% e 70,01 £ 14,50%, respectivamente (Fig. 17B).

CT 23,25 pg/ml 34,19 ug/ml 50,26 pg/ml 108,60 pg/ml 234,69 pg/ml 302,24 pg/ml

DAPI

Ki-67

Merge

Figura 16: Imagem representativa da imunomarcagao da proteina nuclear Ki-67. As células foram
tratadas com BiNPs por 48 horas e marcadas para Ki-67 (verde) em seguida. Os nucleos foram
evidenciados com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas no aumento de 20X em sistema de high
content imaging (Operetta®) e analisadas no software Harmony 4.8. Escala = 2 mm.
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Figura 17: Efeito de BiNPs sobre a proliferagédo celular de acordo com a imunomarcacgéo da proteina
nuclear Ki-67. A marcagao da proteina Ki-67 foi realizada apos 48 horas de exposicdo a BiNPs. As
imagens foram adquiridas no aumento de 20X em sistema de high content imaging (Operetta®) e
analisadas no software Harmony 4.8. (A) Quantificagdo dos nucleos marcados com DAPI. (B) Analise
quantitativa das células positivas para marcagédo de Ki-67. Os dados estdo expressos em média +
desvio padrao e foram analisados em relagéo ao controle (CT) (n = 6). A analise estatistica foi realizada
através de ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de
significancia em relagéo ao controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Quanto ao ensaio de incorporagdo do analogo de timina EdU (Fig. 18),
conforme esperado, as duas maiores concentra¢des reduziram o numero de nucleos
(Fig. 19A). De maneira semelhante ao ensaio de marcacao de Ki-67, as células
tratadas com BiNPs por 48 horas apresentaram alta prevaléncia de células positivas
para marcagdo com EdU (EdU*) (Fig.18 - EdU). Quantitativamente, as BiNPs
aumentaram a porcentagem de células EAU™ para 21,54 £ 5,44% na concentragdo de
108,60 pg/ml em relacdo ao grupo controle (11,97 + 1,09%) (Fig. 19B). Para as
concentragdes de 23,25 e 50,26 pg/ml de BiNPs, a incorporagao de EdU ocorreu em
19,37 = 3,63% e 20,71 £ 4,11% das células, respectivamente. Para as duas
metodologias empregadas, os resultados indicam que BiNPs em concentragdes nao

citotoxicas possuem efeito estimulatorio sobre a proliferacéo celular de ADSCs.
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CT 23,25 pg/ml 34,19 pg/mi 50,26 pg/mi 108,60 pg/ml 234,69 pg/ml 302,24 pg/ml

DAPI

EdU

Figura 18: Imagem representativa das células positivas para marcagdo com EdU. As células foram
tratadas com BiNPs (23,25 — 302,24 ug/ml) durante 48 horas e marcadas com o analogo de timina EdU
(laranja), ao passo que os nucleos celulares foram evidenciados com DAPI (azul). As imagens foram
adquiridas no aumento de 20X em sistema de high content imaging (Operetta®) e analisadas no
software Harmony 4.8. Escala = 2 mm.
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Figura 19: Avaliagao da proliferagao celular através do ensaio de incorporagdo do EdU. A proliferagdo
de ADSCs foi mensurada com o analogo de timina EAU apos 48 horas de exposicao a diferentes
concentragdes de BiNPs (23,25 — 302,24 ug/ml). As imagens foram adquiridas no aumento de 20X em
sistema de high content imaging (Operetta®) e analisadas no software Harmony 4.8. (A) Analise
quantitativa dos nucleos marcados com DAPI. (B) Analise quantitativa das células positivas para
marcagao com EdU. Os dados estdo expressos em média + desvio padrao e foram analisados em
relagédo ao controle (CT) (n = 6). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida de poés-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagéo ao
controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

4.6 AVALIACAO DOS EFEITOS DA SOLUGAO COLOIDAL DE BiNPs SOBRE A
DIFERENCIACAO ADIPOGENICA DE ADSCs
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Com base nos ensaios de viabilidade celular relativa, foram determinadas
concentragdes nao citotoxicas de BiNPs para serem avaliadas durante a adipogénese.
Entretanto, uma vez que o protocolo de diferenciagéo adipogénica tem duragao de 14
dias, buscou-se inicialmente avaliar a citotoxicidade das concentracdes selecionadas
sobre ADSCs indiferenciadas durante esse periodo através da quantificacdo nuclear
com DAPI. Para a exposicao unica (Fig. 20A), a porcentagem de nucleos foi reduzida
somente na maior concentragéo testada (200 pg/ml). Ja para a exposigéo repetida
(Fig. 20B), a redug¢ao no numero de nucleos foi observada a partir da concentragéo
de 43,26 pg/ml, onde a viabilidade decaiu para 62,42 + 26,53%.
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Figura 20: Influéncia da exposicao prolongada a BiNPs (14 dias) sobre a viabilidade celular relativa de
ADSCs. BiNPs (0,94 — 200 pg/ml) foram aplicadas as ADSCs no dia 0 do protocolo. O meio de cultivo
foi renovado a cada 3 — 4 dias sem (exposigdo unica) ou com adigao (exposicao repetida) de BiNPs. A
marcagao nuclear com DAPI para determinacao indireta da viabilidade foi realizada no décimo quarto
dia do protocolo. As imagens foram adquiridas no aumento de 20X em sistema de high content imaging
(Operetta®) e analisadas no software Harmony 4.8. (A) Analise quantitativa da porcentagem de nucleos
para a exposigao unica a BiNPs. (B) Analise quantitativa da porcentagem de nucleos para a exposi¢ao
repetida a BiNPs. Os dados estdo expressos em média + desvio padrao e foram analisados em relagao
ao controle (CT) (n = 3). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida de
pos-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia *p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,005; ****p <0,001.

A influéncia das BiNPs sobre a diferenciagcdo adipogénica foi igualmente
avaliada por meio dos protocolos de exposi¢cédo unica e exposigao repetida. Apos 14
dias de inducédo, goticulas intracelulares de gordura puderam ser observadas no
citoplasma de células induzidas a diferenciagdo quando comparadas com o controle

ndo induzido, confirmando a eficiéncia do meio de diferenciacéo (Fig. 21).
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Figura 21: Imagem representativa de ADSCs nao induzidas e induzidas a diferenciacdo adipogénica
durante 14 dias. As goticulas lipidicas foram coradas com vermelho Nilo (verde) e os nucleos
evidenciados com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas em aumento de 20X em sistema de high
content imaging (Operetta®). Escala = 100 um.

Como observado na figura 22, a inclusdo de goticulas lipidicas foi reduzida
apods exposicao unica as BiNPs. As analises quantitativas para determinar a eficiéncia
de diferenciagdo foram realizadas em sistema high content imaging (Fig. 23A-C) e
leitor de placas (Fig. 23D). Durante a exposi¢ao unica, as BiNPs reduziram o numero
de nucleos somente na concentragao de 200 ug/ml (Fig. 23A). Entretanto, a inibicao
da adipogénese pbde ser detectada em concentragdes mais baixas de BiNPs. A area
de diferenciacao (Fig. 23B), que consiste na area total de diferenciacdo marcada com
vermelho Nilo, caiu para 52,96 + 21,95% ja na concentragao de 43,26 ug/ml. Para as
concentragdes de 93,02 ug/ml e 200 pg/ml a inibicado da adipogénese foi ainda mais
marcante, sendo a area de diferenciagao reduzida para 17,23 £ 4,14% e 2,12 + 1,81%,
respectivamente. Foi identificada também uma redugcdo gradual no percentual de
diferenciacao celular (area de diferenciacdo normalizada pelo numero de nucleos)
(Fig. 23C) a partir da concentracao de 43,26 pg/ml (51,52 + 18,49%). A quantificagao
da intensidade média de fluorescéncia adquirida em leitor de placas (Fig. 23D)
confirmou o decréscimo da diferenciagdo adipogénica, sendo observado efeito
inibitério nas concentragdes de 93,02 pg/ml (31,55 £ 19,46%) e 200 pg/ml (5,25 +
3,64%).
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CT- CT+ CONCENTRACAQ 0,94 pg/ml

Figura 22: Anadlise visual dos efeitos da exposi¢cado unica a BiNPs na diferenciagdo adipogénica de
ADSCs. BiNPs (0,94-200 ug/ml) foram aplicadas as ADSCs no dia 0 do protocolo de indugao
adipogénica. O meio de indugao foi renovado a cada 3 — 4 dias sem adigao extra de BiNPs. As goticulas
intracelulares de gordura foram marcadas com o corante vermelho nilo (verde) e os nucleos corados
com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no aumento de 20X em high content imaging (Operetta®).

Escala =2 mm.
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Figura 23: Quantificacao da eficiéncia de diferenciagdo adipogénica apds exposigcéo unica a BiNPs.
Apds 14 dias de indugcado seguindo o protocolo de exposigao unica, ADSCs expostas a oito
concentracdes de BiNPs (0,94 - 200 ug/ml) foram coradas com vermelho nilo e DAPI. O ndmero de
nucleos (A), a area total (um?) de diferenciagdo marcada com vermelho Nilo (B) e o percentual de
diferenciagdo (um2/numero de nucleos) (C) foram quantificadas em high content imaging (Operetta®).
A intensidade média de fluorescéncia (D) foi quantificada em leitor de placas. Os dados estao expressos
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em média *+ desvio padrdo (n = 3). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida de pos-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao
controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Em relagdo aos efeitos da exposicao repetida de BiNPs sobre a diferenciagao
adipogénica (Fig. 24), a analise quantitativa por high content imaging indicou redugao
na porcentagem de nucleos a partir da concentragao de 93,02 ug/ml (12,41 + 9,56%)
(Fig. 25A). Em contraste com a exposigao unica, a inibicdo gradual da adipogénese
no protocolo de exposi¢ao repetida teve inicio na concentragao de 20,12 ug/ml, onde
a area de diferenciagao celular (Fig. 25B) decaiu para 61,01 + 25,26% e o percentual
de diferenciacéao (Fig. 25C) para 54,88 + 19,35% em relag&o ao grupo controle. Apesar
disso, a inibicdo na adipogénese foi mais acentuada na concentracao de 43,26 ug/ml,
sendo a area e o percentual de diferenciagao celular reduzidos para 11,74 £ 8,75% e
9,09 * 6,38%, respectivamente. Conforme evidenciado na figura 25D, o tratamento
repetido com 20,12 ug/ml de BiNPs reduziu a intensidade de fluorescéncia para 62,41
+ 22,26%, exibindo alta concordancia com a reducdo da area de diferenciacio

previamente registrada para a mesma concentragao.

CONCENTRAGAO 0,94 pg/ml

Figura 24: Efeito inibitério da exposicao repetida a BiNPs sobre a diferenciagédo adipogénica de ADSCs.
Nesse protocolo, BiNPs foram adicionadas as ADSCs no dia 0 do protocolo de indugao adipogénica e
foram renovadas a cada 3-4 dias, juntamente com o meio de indugédo. Apds 14 dias de ensaio, as
inclusoes lipidicas no citoplasma foram evidenciadas com o corante vermelho Nilo (verde) e os nucleos
celulares foram corados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no aumento de 20X em high
content imaging (Operetta®). Escala = 2 mm.
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Figura 25: Exposicao repetida as BiNPs interferem com a diferenciacao adipogénica de ADSCs. BiNPs
(0,94-200 pg/ml) foram aplicadas as ADSCs no dia 0 do protocolo de indugéo adipogénica. O meio de
inducéo foi renovado a cada 3-4 dias, com adi¢cdo de BiNPs a cada troca de meio. A eficiéncia de
diferenciagao foi avaliada no décimo quarto dia apds a indugéo. O numero de nucleos (A), a area total
(um?) de diferenciagdo marcada com vermelho Nilo (B) e o percentual de diferenciagdo (um?2/ndmero
de nucleos) (C) foram quantificadas em high content imaging (Operetta®). A intensidade média de
fluorescéncia (D) foi quantificada em leitor de placas. Os dados estdo expressos em média + desvio
padrao (n = 3). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida de pos-teste
de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao controle (CT): *p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Com o intuito de confirmar o efeito inibitério das BiNPs sobre a diferenciacéo
adipogénica a nivel molecular, a expressao de mRNA de genes especificos da via
adipogénica foi determinada. De acordo com os resultados da RT-gPCR, uma unica
exposicao a 43,26 ug/ml de BiNPs reduziu em 69,97 + 17,63%, 75,65 =+ 13,89% e
77,63 £ 8,31% os niveis de expressdo dos marcadores PPARy, C/EBPa e FABP4,
respectivamente (Fig. 26A — C). Nao foram detectadas alteragbes significativas na
expressao dos marcadores para as outras duas concentragdes testadas (20,12 e 9,36
Mg/ml), confirmando os resultados previamente obtidos para inibigdo da adipogénese

apos exposigéo unica a BiNPs (Fig. 23).
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Figura 26: Expressao relativa de genes marcadores da diferenciacdo adipogénica apds exposi¢ao
Unica as BiNPs. Apds 14 dias de exposicéo (9,36 — 43,26 pg/ml), a expressdo de mRNA para cada
gene foi determinada por RT-qPCR e analisada pelo método de 2-24Ct, Expressao relativa dos genes
PPARYy (A), C/EBPa (B) e FABP4 (C). Os dados estdo expressos em média * desvio padrao (n = 3). A
analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Dunnett. Os
asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,005; ****p <0,001.

Em contraste, ADSCs expostas a doses repetidas de BiNPs demonstraram
diminuicéo na expressaéo de PPARYy (73,22 + 6,39%) e C/EBPa (74,00 + 16,18%) a
partir da concentragdo de 20,12 ug/ml, ao passo que para o FABP4 os niveis de
expressao de mRNA decairam somente no tratamento com 43,26 yg/ml de BiNPs
(99,34 £ 0,53%) (Fig. 27A — C). Nao houve diferenca significativa para nenhum dos
marcadores na concentragao de 9,36 ug/ml, exibindo alta concordancia com o padrao
de inibicdo da diferenciagdo adipogénica previamente demonstrado (Fig. 25). Em
conjunto, esses dados sugerem que concentragcdes nao citotdxicas de BiNPs afetam

negativamente a diferenciagao adipogénica de ADSCs.
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Figura 27: Efeitos da exposig¢ao repetida a BiNPs sobre a expresséo relativa de genes marcadores da
diferenciagdo adipogénica. Apds 14 dias de indugéo adipogénica e tratamento repetido com BiNPs
(9,36 — 43,26 pg/ml), a expressao de mRNA para cada gene foi determinada por RT-gPCR e analisada
pelo método de 222¢t, Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo e foram analisados em
relacdo ao controle (CT) (n = 3). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida de pos-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significancia em relagdo ao
controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001
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4.7 EFEITOS DA SOLUGCAO COLOIDAL DE BiNPs SOBRE A DIFERENCIACAO
OSTEOGENICA DE ADSCs

Visando avaliar os efeitos de BiNPs sobre a diferenciacdo osteogénica de
ADSCs, buscou-se primeiramente avaliar a citotoxicidade de BiNPs apos 21 dias de
exposicao unica ou repetida a ADSCs indiferenciadas. Tanto para o protocolo de
exposicao unica (Fig. 28A) quanto para o protocolo de exposigao repetida (Fig. 28B),
foi possivel observar uma reducgao significativa na porcentagem de nucleos marcados

com DAPI a partir da concentracao de 93,02 ug/mil.
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Figura 28: Efeito de BiNPs sobre a viabilidade de ADSCs apés 21 dias em cultura. ADSCs receberam
oito concentragdes de BiNPs (0,94 — 200 pg/ml) no dia 0 do protocolo, sendo o0 meio de cultura renovado
a cada 3 — 4 dias sem adic&o (exposi¢ao unica) ou com adi¢cado extra (exposicao repetida) de BiNPs.
No vigésimo primeiro dia de experimento, os nucleos foram corados com DAPI para quantificagdo do
numero de células. As imagens foram adquiridas no aumento de 20X em sistema de high content
imaging (Operetta®) e analisadas no software Harmony 4.8. (A) Analise quantitativa do numero de
nacleos para a exposicdo unica a BiNPs. (B) Analise quantitativa do nimero de nucleos para a
exposicao repetida a BiNPs. Os dados estdo expressos em média + desvio padrédo e foram analisados
em relagdo ao controle (CT) (n = 3). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida de pos-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significaAncia em relagdo ao
controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Verificada a viabilidade celular frente a exposicdo as concentracdes de
interesse, buscou-se avaliar o efeito da exposicao unica e repetida de BiNPs sobre a
diferenciacdo osteogénica de ADSCs. Conforme demonstrado na figura 29, a
deposicdo de matriz mineralizada pdde ser observada em células induzidas a
osteogénese por 21 dias quando comparadas com o controle nao induzido,

confirmando a eficiéncia do protocolo de diferenciagao celular.
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Figura 29: Imagem representativa de ADSCs ndo induzidas e induzidas a diferenciacdo osteogénica
durante 21 dias. A matriz mineralizada foi marcada com o kit Osteolmage® (verde) e os nucleos foram
evidenciados com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas no aumento de 20X em sistema de high
content imaging (Operetta®). Escala = 200 um.

Apos exposicao unica as BiNPs, observou-se um decréscimo na deposigao
de matriz mineralizada e no numero de nucleos para as maiores concentracdes
testadas em relagdo ao grupo controle (Fig. 30). Em concordancia com o ensaio de
citotoxicidade durante 21 dias, a porcentagem de nucleos foi reduzida para 49,36 +
30,09 e 10,70 = 10,77% nas concentragdes de 93,02 e 200 pg/ml, respectivamente,
durante a osteogénese (Fig. 31A). A inibicao da diferenciacdo osteogénica pode ser
observada a partir da concentracdo de 9,36 ug/ml, onde a area de diferenciacéo
celular decaiu para 61,70 £ 17,40% (Fig. 31B). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa no percentual total de diferenciagdo para nenhum dos tratamentos com
BiNPs (Fig. 31C).



76

Figura 30: Efeito da exposigao unica de BiNPs sobre a diferenciagéo osteogénica de ADSCs. BiNPs
(0,94 - 200 pg/ml) foram aplicadas nas ADSCs no dia 0 do protocolo de indugao osteogénica, sendo o
meio de inducdo renovado a cada 3 —4 dias sem renovacéao de BiNPs. O depdsito de matriz extracelular
foi evidenciado com o kit Osteolmage® (verde) e os nucleos corados com DAPI (azul). As imagens
foram obtidas no aumento de 20X em high content imaging (Operetta®). Barra de escala = 2 mm.
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Figura 31: Quantificacao da eficiéncia de diferenciacdo osteogénica de ADSCs apds exposicéo Unica
a BiNPs. A eficiéncia de diferenciacao foi avaliada no vigésimo primeiro dia de diferenciagédo, apés
exposicao unica a BiNPs na faixa de concentracéo de 0,94 - 200 ug/ml. A analise quantitativa realizada
em sistema high content imaging (Operetta®) foi expressa em numero de nucleos (A), area de
diferenciagdo (um?) marcada com Osteolmage® (B) e percentual de diferenciagdo (um?/numero de
nucleos) (C). Os dados estédo expressos em média + desvio padrao e foram analisados em relagéo ao
controle (CT) (n = 4). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida de pos-
teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao controle (CT): *p
<0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.

Em relagdo ao tratamento repetido com BiNPs, a anadlise visual (Fig. 32)
também indicou inibicdo no processo de diferenciacédo osteogénica de ADSCs.
Conforme observado na figura 33A, a reducao no numero de nucleos em relagao ao
controle (101,80 + 2,50%) foi dose-dependente, tendo inicio na concentragéo de 43,26
Mg/ml (19,98 + 13,17%). Em contrapartida, a inibicdo da area total de diferenciacéo
(Fig. 33B) pbdde ser observada na concentragcao de 4,35 pg/ml (60,03 = 14,78%),
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sendo o efeito inibitério das BiNPs mais acentuado a partir da concentragao de 43,26
pg/ml (37,91 £ 14,75%). O percentual de diferenciagao (Fig. 33C), por sua vez, so
apresentou reducgéo significativa para os tratamentos com 93,02 e 200 pg/ml de
BiNPs.

CT- CT+ — ) CONCENTRACAO : ‘ 0.94 ug/ml

Figura 32: Efeitos da exposicao repetida a BiNPs sobre a diferenciagéo osteogénica de BiNPs. Células
expostas a oito concentragdo de BiNPs (0,94 - 200 pg/ml) no dia 0 do protocolo foram induzidas a
diferenciacédo osteogénica, sendo o meio de indugdo com BiNPs renovado a cada 3 — 4. No vigésimo
primeiro dia de experimento, o depdsito de matriz extracelular foi evidenciado o kit Osteolmage®
(verde) e os nucleos corados com DAPI (azul). As imagens foram obtidas no aumento de 20X em high

content imaging (Operetta®). Barra de escala = 2 mm.
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Figura 33: Analise quantitativa do potencial de diferenciacdo osteogénica de ADSCs apds tratamento
repetido com BiNPs. A eficiéncia de diferenciagao foi avaliada no vigésimo primeiro dia de
diferenciagao, apds exposigao repetida a BiNPs na faixa de concentragéo de 0,94 - 200 pg/ml. A analise
quantitativa realizada em sistema high content imaging (Operetta®) foi expressa em nimero de nucleos
(A), area de diferenciacdo (um2) marcada com Osteolmage (B) e percentual de diferenciagdo
(um?2/numero de nucleos) (C). Os dados estédo expressos em média + desvio padrao e foram analisados
em relagéo ao controle (CT) (n = 4). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida de pos-teste de Dunnett. Os asteriscos representam o nivel de significAncia em relagdo ao
controle (CT): *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,005; ****p <0,001.



78

5 DISCUSSAO

O crescimento exponencial na aplicagcédo de NPs para o desenvolvimento de
produtos destinados ao uso humano tem levantado discussdes acerca dos potenciais
efeitos adversos a saude e ao meio ambiente associados com a exposi¢ao a esses
NMs (ARMSTEAD; LI, 2016). No entanto, a avaliagao toxicolégica de NPs permanece
um desafio, uma vez que o comportamento desses NMs é fortemente influenciado por
suas propriedades fisico-quimicas (FADEEL et al., 2018), que podem variar de acordo
com a composigao, tamanho, morfologia e funcionalizacdo de cada NP (KHAN;
SAEED; KHAN, 2019). Por essa razao, os dados disponiveis na literatura sobre a
segurancga de NPs e seus efeitos a saude humana sao conflitantes, inclusive para NPs
derivadas do mesmo material (AZHDARZADEH et al., 2015). Enquanto a comunidade
cientifica vem empregando esforgos continuos em prol do estabelecimento de uma
normativa mundial para avaliacdo de risco de NMs (OECD WPMN, 2006; REACH
Annex, 2007), é essencial que cada NP seja submetida a uma avaliagdo toxicoldgica
cuidadosamente planejada antes de sua disponibilizagdo comercial (AZHDARZADEH
et al., 2015).

Nesse contexto, a investigagao dos efeitos de BiNPs em sistemas bioldgicos
torna-se extremamente necessaria, visto que as principais aplicagdes visadas para as
BiNPs sdo voltadas a area biomédica (GOMEZ; HALLOT; PORT, 2018). Embora o
bismuto em sua forma bruta tenha sido largamente empregado como matéria-prima
para a formulagdo de produtos farmacéuticos ao longo das ultimas décadas, o
interesse pelo bismuto em nanoescala ainda é recente (SHAHBAZI et al., 2020), o que
torna a literatura acerca da toxicidade de BiNPs escassa, especialmente em células
humanas (ABUDAYYAK et al., 2017). Dessa forma, neste trabalho buscou-se avaliar
os potenciais efeitos citotoxicos de BiNPs utilizando ADSCs como modelo in vitro.

Sabendo que as propriedades fisico-quimicas das NPs sao determinantes para
sua interagao com sistemas bioldgicos (SUKHANOVA et al., 2018), a primeira etapa
da avaliagdo nanotoxicoldgica consistiu na caracterizagao fisico-quimica de BiNPs
produzidas por LASIS. A presenga do elemento bismuto na solugcdo de BiNPs foi
confirmada pela técnica de espectroscopia UV/VIS, a qual mede a intensidade da luz
refletida da amostra de interesse e a compara com a intensidade de luz refletida do
material de referéncia (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). Os dados

provenientes da caracterizacdo por UV/VIS demonstraram que as BiNPs possuem
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pico plasmoénico em torno de 260 nm, o que corrobora o espectro de absorgao na faixa
de 250 — 260 nm previamente identificado para BiNPs de sintese fisica, confirmando
o carater metalico das BiNPs. (BEZERRA et al., 2017).

A dispersao de tamanho das BiNPs foi inicialmente determinada pela técnica
de DLS, que detecta o tamanho hidrodinamico de NPs a partir da medida de flutuagdes
na intensidade de luz refletida resultante do movimento Browniano das particulas em
solugao (KIM et al., 2019). Assim como grande parte das técnicas disponiveis para
caracterizagdo de NPs, o DLS apresenta limitagcbes metodologicas que devem ser
consideradas. Em amostras contendo NPs de tamanho heterogéneo, como é o caso
das BiNPs, particulas de tamanho elevado tendem a refletir a luz em intensidade maior
do que particulas pequenas, o que acaba por mascarar a presenca de NPs de
tamanho reduzido na solucdo (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). Tal
fendbmeno pbde ser evidenciado para as BiNPs, onde a distribuicdo de tamanho
adquirida por DLS nao detectou a presencga de particulas pequenas que haviam sido
quantificadas por MET, demonstrando a baixa sensibilidade do DLS para NPs de
tamanho heterogéneo.

A MET é uma técnica direta de quantificacdo que se baseia na medida
individual do tamanho de cada NP para determinar a distribuicdo de tamanho em uma
solucado com base no numero total de particulas analisadas. Além disso, a MET
fornece evidéncias diretas sobre a morfologia de NPs, o que n&o é possivel de se
obter através de metodologias indiretas de mensuragao do tamanho de NPs, como o
DLS (CAPUTO et al., 2019). Embora para as BiNPs tenha havido divergéncia entre
os dados da MET e do DLS, ambas as técnicas apresentam alta concordancia quando
empregadas para analise da distribuicdo de tamanho de NPs homogéneas (TEULON
etal., 2019). Dessa forma, a metodologia ideal para determinacao do tamanho de NPs
deve ser selecionada de acordo a natureza da NPs a ser investigada, levando em
consideragao as vantagens e desvantagens de cada abordagem disponivel (CAPUTO
et al., 2019). Nesse sentido, pode-se considerar que a MET forneceu resultados mais
precisos em relacdo a ampla distribuicao de tamanho das BiNPs do que o DLS.

Outro ponto importante é a determinagéo da carga superficial das NPs, a qual
esta diretamente relacionada com a estabilidade da solucdo e € comumente
mensurada através do potencial zeta. No geral, NPs com potencial zeta mais positivo
ou negativo que +30 mV indicam que a solugdo possui boa estabilidade devido a

intensa repulsdo eletrostatica entre as particulas (JOSEPH; SINGHVI, 2019). Por
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outro lado, solugdes com potencial zeta fora desse intervalo podem exibir instabilidade
fisica, pois as forcas de repulsao entre as particulas ndo sao fortes o suficiente para
evitar a agregacao e a floculagdo das NPs presentes na solugdo (KUMAR; DIXIT,
2017). Conforme os dados de potencial zeta apresentados, os lotes de BiNPs
demonstraram potencial instabilidade, apesar de nado terem sido observadas
aglomeragdes de BiNPs na caracterizagdo morfolégica por MET. Como aponta
Mahbubul (2019), a estabilidade de solugbes de NPs tende a decair ao longo do
tempo, reduzindo assim o potencial zeta da solugéo. Considerando o grande intervalo
de tempo entre a sintese das BiNPs e a analise do potencial zeta, € possivel que os
baixos valores observados sejam resultado do processo de degradagao das amostras,
nao refletindo assim a estabilidade de BiNPs recém-sintetizadas. Essa possibilidade
€ corroborada por dados prévios de nosso grupo, onde o potencial zeta de BiNPs
recém sintetizadas foi calculado em +39,1 mV (REUS et al., 2018). A fim de esclarecer
essa questao, experimentos adicionais de avaliagdo periddica do potencial zeta de
BiNPs serdo necessarios para confirmar esta hipdtese e estabelecer o periodo
maximo de uso de BiNPs apos a sintese. Apesar disso, em fungdo da concordancia
dos demais parametros fisico-quimicos avaliados, os lotes de BiNPs sintetizados de
maneira independente foram considerados equivalentes em termos de caracteristicas
fisico-quimicas, garantindo assim a reprodutibilidade dos ensaios bioldgicos.

Uma vez concluida a etapa de caracterizagao fisico-quimica, buscou-se
determinar os efeitos de BiNPs sobre a viabilidade celular de ADSCs. Embora a
literatura sobre a toxicidade de BiNPs ainda seja escassa, ja existem relatos acerca
do comprometimento da viabilidade celular apds exposicdo ao bismuto em
nanoescala. Estudos anteriores evidenciaram a diminuicdo da viabilidade celular
relativa de células RAW 264.7 e BALB/c 3T3 tratadas com concentragdes superiores
a 20 ug/ml de BiNPs produzidas por LASIS (LUZ et al., 2020; REUS et al., 2018).
Similarmente, NPs de éxido de bismuto na faixa de concentragdo de 50 a 300 pug/ml
promoveram reducao dose-dependente na viabilidade celular de células MCF-7 apos
24 horas de tratamento (AHAMED et al., 2019). Em outro trabalho, foi demonstrado
que NPs de bismuto produzidas pela bactéria Delftia sp. provocaram a queda da
viabilidade relativa das linhagens celulares MCF-7, A549 e 3T3 a partir da
concentragao de 5 ug/ml (SHAKIBAIE et al., 2018). De acordo com nossos resultados,
as BiNPs afetaram negativamente a viabilidade celular de ADSCs somente quando

empregadas em altas concentragdes (= 234,69 pg/ml) e, em associagdo com 0s
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valores de ICso0, foram consideradas de baixa citotoxicidade para este tipo celular.
Interessantemente, o ICso0 obtido para ADSCs expostas a BiNPs € de 3 a 8 vezes
maior do que previamente descrito para linhagens celulares humanas tratadas com
NPs de 6xido de bismuto, por exemplo (ABUDAYYAK et al., 2017), sugerindo que
ADSCs indiferenciadas s&o capazes de manter a viabilidade celular mesmo em altas
concentragdes de BiNPs produzidas por LASIS. De maneira semelhante, ADSCs
foram previamente relatadas como mais resistentes do que outras linhagens de
mamiferos quando expostas a substancias citotoxicas em ensaios de viabilidade
celular relativa (ABUD et al., 2015).

Em concentragbes mais baixas, no entanto, os ensaios de viabilidade celular
apontaram um possivel estimulo na proliferacdo celular de ADSCs desencadeado
pelas BiNPs. Sendo assim, foram empregadas duas metodologias distintas para
determinar se as BiNPs estariam efetivamente estimulando a proliferagao das ADSCs.
A primeira delas baseou-se na imunomarcagéo da proteina nuclear Ki-67, a qual €
expressa somente durante as fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, estando inativa na
fase GO (YUAN et al., 2015). Em paralelo, a proliferagéo celular foi mensurada através
da incorporagao de EdU, que, por ser um nucleosideo analogo da timina, é integrado
as fitas de DNA sintetizadas durante a fase S do ciclo celular (BIRAM; SHULMAN,
2020). Dessa forma, o Ki-67 revela a quantidade de células que nao estdao em GO no
momento final do experimento, ao passo que o EdU indica a percentagem total de
DNA sintetizado durante o periodo de exposi¢cdo desejado (HASSLUND; O’KEEFE;
AWAD, 2014). Como evidenciado por ambos 0s ensaios, concentragdes nao
citotoxicas de BiNPs exerceram efeito estimulatério na proliferagao celular de ADSCs.

A proliferagao celular € um dos mecanismos celulares basicos de células-tronco
mais suscetiveis a modulacao por NMs (DAYEM; LEE; CHO, 2018). Corroborando os
resultados observados para as BiNPs, Kim e colaboradores (2015) demonstraram que
scaffolds para regeneragdo Ossea e cartilaginosa contendo NPs de silica com
tamanho entre 50 e 120 nm promoveram a proliferacéo celular de ADSCs através da
ativacao da via de sinalizagao ERK1/2. Da mesma forma, a proliferacdo de células-
tronco do ligamento periodontal humano foi efetivamente estimulada por NPs de ouro
de 60 nm, abrindo espaco para aplicagao destas NPs na odontologia (LI et al., 2016).
E importante ressaltar que esses estudos, bem como grande parte da literatura,
exploraram o potencial proliferativo de NPs como ferramentas terapéuticas voltadas

para medicina regenerativa (revisado por DAYEM; LEE; CHO, 2018). No entanto, a
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homeostase tecidual € normalmente mantida através do balanco entre a proliferacao
de CTMs, que mantém um numero minimo de células residentes no tecidos, e a
diferenciagao, que renova tipos celulares especificos e repara células danificadas
(revisado por GURUSAMY et al., 2018). Para garantir a substituicdo eficiente de
células danificadas, ao mesmo tempo que limita o potencial de formacao tumoral, a
taxa de proliferacao das células-tronco progenitoras deve ser correspondente as
demandas do tecido no momento (BITEAU; HOCHMUTH; JASPER, 2011). Assim, as
implicagdes do efeito proliferativo de BiNPs em ADSCs requerem uma avaliagdo mais
aprofundada acerca dos mecanismos de acao promotores da proliferagao.

A atividade mitocondrial foi outra fungao celular de ADSCs afetada por BiNPs.
Como organelas altamente dindmicas, as mitocondrias regulam ndo somente o
metabolismo celular através da sintese de ATP mas fornecem também suporte para
outros fendbmenos celulares, tais como a proliferagao e a diferenciagao celular (GUO
et al., 2018; SEO; YOON; DO, 2018). O primeiro indicio de que as BiNPs estariam
causando alteracdes no metabolismo mitocondrial de ADSCs foi observado no ensaio
do MTT, o qual detectou um aumento expressivo na formacgao de cristais de formazan.
Sendo o ensaio do MTT baseado na capacidade de mitocondrias de células viaveis
em converterem o sal MTT em formazan (VINKEN; BLAAUBOER, 2017b), estudos
prévios associaram a elevagéo na conversao de formazan com aumento da massa
e/ou indugéo de hiperatividade das mitocéndrias (RAl et al., 2018). De acordo com os
resultados dos ensaios de toxicidade mitocondrial, as BiNPs ndo promoveram
aumento na massa mitocondrial, mas induziram hiperatividade mitocondrial, o que foi
evidenciado pelo aumento significativo no potencial de membrana mitocondrial de
ADSCs.

O potencial de membrana mitocondrial gerado pelas bombas de protons é
essencial para o processo de armazenamento de energia durante a fosforilagdo
oxidativa. Em conjunto com o gradiente de prétons, o potencial de membrana
mitocondrial compde o potencial transmembrana, o qual € posteriormente aproveitado
para producao de ATP (MARCHI et al., 2012; ZOROVA et al., 2018a). Sabe-se que o
potencial de membrana mitocondrial esta diretamente correlacionado com a formacéao
de EROs, uma vez que estas espécies reativas sdo formadas como subprodutos do
metabolismo celular normal da cadeia transportadora de elétrons (DAN DUNN et al.,
2015). Em condigdes celulares adversas, no entanto, as células podem promover a

geracgao excessiva de EROs e, consequentemente, aumento nos niveis de estresse
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celular (KIM; RYU, 2013). Alguns estudos apontam que a formag&o excessiva de
EROs é acompanhada por um aumento significativo no potencial de membrana
mitocondrial e vice-versa (PYATRIKAS et al., 2015; ZOROVA et al., 2018b). Embora
a formagdo de EROs nédo tenha sido investigada neste trabalho, estudos prévios
correlacionaram diferentes tipos de NPs com a geragéo de EROs (revisado por YU et
al., 2020), inclusive NPs de 6xido de bismuto (AHAMED et al., 2019). E possivel,
portanto, que o elevado potencial de membrana mitocondrial registrado para as
ADSCs seja resultado da produgéo excessiva de EROs mediada pelo tratamento com
BiNPs, o que poderia teoricamente resultar em morte celular programada ou altos
niveis de estresse oxidativo (ZOROVA et al., 2018a).

A interferéncia de concentragcdes nao citotoxicas de BiNPs com a proliferagao
celular e a atividade mitocondrial de ADSCs n&o foi acompanhada por alteracbes
morfolégicas estruturais. Sob tratamento citotdéxico (302,24 ug/ml), entretanto, as
ADSCs apresentaram alta desorganizacao estrutural e indicios de danos celulares,
como a presenca de estruturas de membrana dupla no citoplasma. Essas estruturas
sdo marcantes durante o processo de autofagia, no qual estruturas celulares
danificadas sao degradas em vesiculas de membrana dupla no ambiente intracelular
(CHIARELLI; ROCCHERI, 2012). O desbalango nesse processo pode provocar
diferentes danos celulares, como disfungdo mitocondrial, comprometimento do
reticulo endoplasmatico e morte celular programada (FENG et al., 2020). Uma vez
que as vias autofagicas nao foram investigadas neste trabalho, ndo é possivel afirmar
que este processo € estimulado somente a partir da observagao de figuras de mielina.
Apesar disso, sabe-se que a autofagia € um dos mecanismos celulares de toxicidade
estimulados por NPs de 6xido de bismuto (LIU et al., 2017) e outros tipos de NPs em
células humanas (FENG et al., 2020; GUO et al., 2020), podendo, portanto, ser um
dos mecanismos de citotoxicidade de BiNPs de sintese fisica.

Interessantemente, ao analisarmos as imagens adquiridas por MET, nao foi
possivel observar a presenca de BiNPs no ambiente intracelular de ADSCs em
nenhum dos tratamentos, indicando que estas NPs nao necessitam de internalizagao
para modularem mecanismos celulares essenciais. Para NPs metalicas, como é o
caso das BiNPs, a toxicidade celular esta diretamente relacionada com a liberagao de
ions de metal contidos no nucleo da NP para o meio de cultura (SOENEN et al., 2015;
SUKHANOVA et al., 2018). Liu e colaboradores (2017), por exemplo, atribuiram parte
dos efeitos citotoxicos de promogéo de autofagia em células HEK293, a liberacdo de
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ions de bismuto no cultivo. Com isso, pode-se sugerir que os efeitos celulares
adversos provocados por BiNPs em ADSCs estejam parcialmente associados com a
presenca de ions de bismuto livres em solug&o, os quais nao sao capturados por MET.
Alternativamente, a mensuragao de ions metélicos em amostras bioldgicas pode ser
realizada através de espectroscopia de massa com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES) (WILSCHEFSKI; BAXTER, 2019), sendo esta uma alternativa interessante
para ensaios adicionais de quantificacdo de ions bismuto em ADSCs.

Uma das grandes vantagens do emprego de CTMs como modelos in vitro para
ensaios de toxicidade é a possibilidade de avaliagao de efeitos citotdxicos sobre o
processo de diferenciagao celular, que € uma fungao celular especifica de CTMs (KIM;
CHE; YUN, 2019; LIU; YIN; FAIOLA, 2017; PITTENGER et al., 2019). Como as NPs
atuam sobre diferentes tipos celulares de acordo com seu mecanismo de acéo, 0s
ensaios de toxicidade baseados em funcdes celulares especificas podem revelar
efeitos citotdxicos desencadeados por NPs que nao seriam identificados em ensaios
generalistas de citotoxicidade, como os de viabilidade celular, por exemplo (XU et al.,
2017). Esse fenébmeno foi observado em nosso trabalho, onde concentragbes néo
citotoxicas de BiNPs nos ensaios de viabilidade celular relativa promoveram inibicao
significativa da diferenciagao adipogénica de ADSCs. Como discutido anteriormente,
a adipogénese € um processo celular altamente regulado governado por células-
tronco através do qual pré-adipdcitos ddo origem aos adipocitos maduros que iréo
compor o tecido adiposo e este, por sua vez, tem papel crucial na manutengcao da
homeostase corporal, sendo fonte basica de acidos graxos para geragao de calor e
energia (AHMAD et al., 2020; DAYEM et al., 2016).

A adipogénese é regulada por inumeros fatores de transcricdo que atuam na
iniciacao e promogao da diferenciagao, incluindo o PPARy e o C/EBPa, que sao
comumente descritos como os principais reguladores positivos da via adipogénica
(KHALILPOURFARSHBAFI et al., 2019). Apés a indugao da adipogénese, a elevagao
dos niveis de AMP ciclico promove a fosforilagdo da proteina de ligagdo ao elemento
de resposta ao AMP ciclico (CREB). Uma vez fosforilada, a CREB induz a expressao
de C/EBPR, que faz parte da familia de proteinas de ligagdo ao CCAAT (C/EBPs).
Com isso, a ligagdo do C/EBPB a elementos reguladores promove a ativagao da
transcricdo de PPARy e C/EBPa. Uma vez expresso, o C/EBPa mantém a expressao
continua tanto de si mesmo quanto do PPARYy através da ligagdo ao seu respectivo
elemento regulador da familia C/EBP (CHEN et al., 2016; ROSEN; MACDOUGALD,
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2006). Dessa forma, PPARy e C/EBPa se autorregulam em um sistema de feedback
positivo, a0 mesmo tempo que controlam a expressao de marcadores tardios da via
adipogénica, como o FABP4 (TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). Ao contrario da
regulacdo negativa do C/EBPPB nos estagios tardios da adipogénese, o PPARy e o
C/EBPa mantém altos niveis de expressao durante toda a diferenciacdo e continuam
a ser expressos em adipocitos maduros (CHEN et al., 2016). Por essa razéo, grande
parte dos compostos que modulam a diferenciagdo adipogénica apresentam efeito
direto sobre a expressédo de PPARy e C/EBPa (KIM et al., 2018), inclusive NPs (YUAN
et al.,, 2019).

Em concordéancia com os resultados obtidos para BiNPs, Yang e colaboradores
(2017) verificaram que NPs de silica inibiram a diferenciacdo adipogénica de CTMs
ao regularem negativamente a expressao de PPARy, C/EBPa e FABP4 apés 14 dias
de indugdo adipogénica. Os mesmos marcadores foram inibidos por baixas
concentragcdes de NPs de carbonato de calcio, resultando na reducéo da adipogénese
de CTMs apos 7 ou 14 dias de diferenciacéo (LI et al., 2018b). E interessante ressaltar
que ambos os estudos mencionados anteriormente focaram na atividade inibitéria de
NPs sobre a diferenciagao adipogénica para o desenvolvimento de novas terapias
para o tratamento da obesidade (YANG et al., 2017, LI et al., 2018b). Assim, a agao
inibitéria de BiNPs na adipogénese poderia dar origem a uma potencial area de
aplicacado destas NPs no desenvolvimento de drogas antiobesidade (SIBUYI et al.,
2019; TSOU et al., 2019).

Idealmente, os ensaios de toxicidade in vitro devem mimetizar um cenario real
de exposi¢cao para garantir a acuracia na correlagdo com os efeitos em sistemas in
vivo (VINKEN; BLAAUBOER, 2017a). Com o crescente avango no emprego de NPs
em diferentes areas, os organismos vivos encontram-se continuamente expostos a
esses NMs em sua rotina diaria, especialmente no caso de NPs empregadas na
industria biomédica e farmacéutica (DE MATTEIS, 2017). Comparando os protocolos
de exposi¢cao unica e exposicao repetida a BiNPs durante a adipogénese, observou-
se que o tratamento repetido provocou uma reducgao ligeiramente mais acentuada nos
niveis de expressao dos marcadores PPARy, C/EBPa e FABP4 do que a exposicao
unica. Apesar disso, a inibicdo da adipogénese observada para o tratamento unico,
sugere que a presenca de BiNPs durante os 3 primeiros dias da diferenciagao, periodo
minimo necessario para desencadear a cascata regulatoria da adipogénese e a
regulacao positiva de PPARy e C/EBPa (MARCON et al., 2017; SPANGENBERG et
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al., 2013), é suficiente para interferir com a via adipogénica. Conforme revisado por
Shahbazi e colaboradores (2020), as BiNPs sao investigadas principalmente quanto
a sua potencial aplicacdo na area biomédica, podendo atuar no diagnostico por
imagem e no tratamento de infec¢des bacterianas. Dessa forma, é imprescindivel que
seus efeitos adversos sejam cuidadosamente avaliados também em mecanismos
celulares que nédo sédo o alvo especifico de sua aplicacdo de forma a garantir o
emprego seguro e eficaz destas NPs em produtos voltados ao uso humano
(FRIEDMAN; CLAYPOOL; LIU, 2013; RUDMANN, 2013).

Em teoria, existe uma correlagao inversa entre a adipogénese e a osteogénese
de CTMs, na qual a promocgao da diferenciacdo osteogénica ocorre as custas da
inibicdo da diferenciagéo adipogénica e vice-versa (CHEN et al., 2016; JAMES, 2013).
O balango entre os dois tipos de diferenciagdo é regulado por diversas vias de
sinalizagao que se cruzam e convergem na regulagao de dois fatores de transcrigao
principais: o PPARy e o RUNX2, que atua na osteogénese. Normalmente, o aumento
da expressao de um fator de transcricdo esta associado a regulagédo negativa do outro
(STECHSCHULTE; LECKA-CZERNIK, 2017). Esse fendmeno ja foi descrito para NPs
de prata, as quais promoveram a diferenciagao adipogénica de CTMs ao passo que
inibiram a diferenciagcdo osteogénica até o 7° dia apos a indugao (HE et al., 2016).
Entretanto, essa relagcdo nao pdde ser estabelecida para BiNPs em ADSCs no
presente estudo, uma vez que a diferenciagdo osteogénica se mostrou inconclusiva.

A eficiéncia de diferenciagdo osteogénica apods tratamento com BiNPs foi
quantificada de acordo com os parametros de area e percentual de diferenciacao
celular, os quais sdo parametros ja validados pelo nosso grupo para quantificagao da
diferenciagao adipogénica de ADSCs (ABUD et al., 2019). Em estagios avangados da
osteogénese, a matriz mineralizada tende a se agregar para dar origem ao 0sso,
tornando a area de diferenciagdo menor, embora a eficiéncia de diferenciacao seja
mantida (BLAIR et al., 2017), nao refletindo assim a condi¢éo fisiolégica das células.
Dessa forma, sao necessarias analises complementares para selecionar o parametro
adequado para quantificacdo da diferenciacdo osteogénica de acordo com a
deposicédo de matriz mineralizada, sendo que ensaios de RT-gPCR para determinagcao
da expresséao de fatores de transcrigdo chaves na via osteogénica, como o RUNX2 e
o Osteorix, poderiam fornecer dados a nivel molecular sobre a atuacdo das BiNPs
sobre a diferenciacao osteogénica (CHEN et al., 2016; ROBERT et al., 2020).
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De forma geral, embora os ensaios de diferenciacdo osteogénica ndo tenham
sido conclusivos, a diferenciagdo adipogénica se mostrou um modelo mais sensivel
para avaliagao da toxicidade de BiNPs do que ensaios de citotoxicidade tradicionais.
Similarmente ao que foi observado para as BiNPs, Xu e colaboradores (2017)
demonstraram que concentragbes de NPs de dioxido de titdnio consideradas nao
citotoxicas em ensaios de viabilidade celular, proliferagao celular e geragao de EROs
reduziram a capacidade de ADSCs em curar lesdes cutaneas, que € uma das fungdes
especificas de CTMs, e inibiram a diferenciagdo adipogénica (XU et al., 2017). O
mesmo efeito foi observado para CTMs tratadas com baixas concentragdes de
triclosan, sendo a diferenciacdo adipogénica afetada em detrimento da viabilidade
celular (GUO et al., 2012). Embora a diferenciagdo adipogénica tenha detectado
danos celulares precoces provocados por BiNPs, os ensaios de citotoxicidade
generalistas sdo igualmente importantes, visto que a avaliagdo nanotoxicoldgica deve
ser baseada em multiplos parametros celulares para fornecer uma visdo abrangente
da atividade biologica de NPs (FARCAL et al., 2015).

Assim, os resultados demonstraram que BiNPs de sintese fisica produzidas por
LASIS interferem com a capacidade de autorrenovagao e diferenciagao celular de
ADSCs. Em concentragdes usuais e nao citotéxicas nos ensaios de viabilidade celular
relativa, as BiNPs promoveram a inibigdo do potencial de diferenciacéo adipogénica,
além de afetarem mecanismos celulares basicos, tais como a proliferagao celular e a
atividade mitocondrial de ADSCs. Esses dados reforgcaram a importancia de uma
avaliacao nanotoxicolégica completa analisando-se multiplas parametros celulares
para NPs com possiveis aplicagdes biomédicas, como € o caso das BiNPs, antes de
sua comercializacdo (MUSAZZI et al.,, 2017). Ademais, nossos resultados abrem
espaco para ampliagdo da utilizacdo de ADSCs e CTMs de outras fontes como
modelos in vitro alternativos para ensaios de toxicidade, possibilitando uma melhor
compreensao dos mecanismos de toxicidade de NPs em células humanas (KIM; CHE;
YUN, 2019).



88

6 CONCLUSAO

Lotes independentes de BiNPs produzidos por LASIS apresentaram
caracteristica fisico-quimicas equivalentes, demonstrando morfologia esférica e
ampla distribuicdo de tamanho. As BiNPs apresentaram possivel instabilidade, o que
pode estar associado com o0 amplo intervalo de tempo entre a sintese e a mensuragao
do potencial zeta.

A viabilidade celular de ADSCs foi prejudicada somente em altas
concentracdes de BiNPs. Os ensaios do VN, MTT e DAPI evidenciaram perfil
citotoxico semelhante para BiNPs, ndo havendo diferenca significativa entre os
valores de ICso para cada método.

As BiNPs estimularam hiperatividade mitocondrial em ADSCs em baixas
concentragoes.

A proliferagao celular de ADSCs foi estimulada em baixas concentragdes de
BiNPs.

Sob tratamento citotoxico, as células exibiram indicios de estresse celular.
Entretanto, ndo foram detectadas BiNPs no ambiente intracelular, sugerindo que o
efeito citotoxico observado ndo advém da internalizagéo das particulas.

A diferenciacdo adipogénica foi afetada negativamente por BiNPs, sendo o
protocolo de exposi¢do continua ligeiramente mais citotéxico. A reducdo na
adipogénese também foi observada na exposigao unica, indicando que a presencga de
BiNPs durante os trés primeiros dias apds induc¢ao da diferenciacao é suficiente para

comprometer a adipogénese.
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7 PERSPECTIVAS

e Verificar a janela de tempo adequada para determinagao da estabilidade de BiNPs
através do potencial zeta;

e Investigar a formagéao de EROs com o propésito de aprofundar as analises acerca
dos mecanismos de toxicidade mitocondrial;

e Investigar os possiveis mecanismos de proliferagao celular afetados por BiNPs de
forma a confirmar se este efeito é exclusivo de CTMs;

¢ Quantificar a presencga de BiNPs intracelulares através de analises fisico-quimicas
de ICP-0S;

e Determinar as vias de sinalizagado da adipogénese que séao inibidas pelas BiNPs;

o [Estabelecer novas estratégias de analise para quantificacdo dos efeitos de BiNPs

na diferenciagdo osteogénica de ADSCs.
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APENDICE 1 — DESCRIGAO COMPLETA DO SETUP EMPREGADO PARA AS
SINTESES DE BiNPs E CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA

Tabela contendo a descrigdo completa dos parametros empregados para produgao
de cada lote de BiNPs pelo laboratorio FotoNanoBio da UTFPR.

PARAMETROS DE SINTESE CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA 4
DATA LOTE POT.’ FREQ.? TEMPO | UV/VIS | CONC.} DLS MET ZETA OBS.
10/04/19 | BINP_1 4 watts 1.6 KHz 10 min | 250 nm | 0.7 mg/ml | 70 nm - - Degradagéo
14/05/19 | BIiNP_2 4 watts 1.6 KHz 12min | 247 nm | 1.7 mg/ml | 65 nm - - Degradagéo
28/06/19 | BINP_3 4 watts 1.6 KHz 15 min | 215 nm | 0.7 mg/ml | 50 nm - - Degradagéo
28/06/19 | BINP_4 4 watts 1.6 KHz 15min | 220 nm | 1.1 mg/ml | 60 nm - - Degradagéo
10/07/19 | BIiNP_5 4 watts 1.6 KHz 15min | 250 nm | 1 mg/ml | 150 nm - - Degradagéo
10/07/19 | BIiNP_6 4 watts 1.6 KHz 15min | 250 nm | 1 mg/ml | 170 nm - - Degradagao
16/08/19 | BIiNP_7 4 watts 1.6 KHz 15min | 230 nm | 1 mg/ml | 60 nm - - Degradagao
16/08/19 | BIiNP_8 4 watts 1.6 KHz 15 min | 235nm | 1 mg/ml | 110 nm - - Degradagéo
14111119 | BINP.9 | 5Swatts | 14KHz | 5min | 260nm | 971 |105nm | - -3.97 | Degradagso
mg/ml mV
14/11119 | BINP_10 | 5Swatts | 1.4KHz | 5min | 265nm H?an ;[ 1000m | 150m |- Analisadas
14/11/19 | BINP_11 5 watts 1.4 KHz 5 min 270 nm | 0.7 mg/ml | 70 nm 5nm - Analisadas
31/01/20 | BiNP_12 | 5 watts 1.4 KHz 5 min 270 nm rr?g?:nl 57 nm | 15nm - Analisadas
31/01/20 | BINP_13 | 5watts | 1.4KHz | 5min | 270 nm n?gfril 47nm | 10nm | - Analisadas
31/01/20 | BINP_14 | 5watts | 1.4KHz | 5min | 270 nm n?'g?fm 56nm | 10nm | - Analisadas
31/01/20 | BiINP_15 | 5 watts 1.4 KHz 5 min 268 nm n?g?ril 62 nm 5nm - Analisadas
21/02/20 | BINP 16 | 5watts | 14KHz | 5min | 270nm | 278 | 750m | 150m | ©5% | Analisadas
mg/ml mV
21/02/20 | BINP_17 | 5Swatts | 1.4KHz | 5min | 270nm | 9%* | 60nm | 10nm | 372 | Analisadas
- mg/ml mV
21/02/20 | BiNP_18 5 watts 1.4 KHz 5 min 270 nm 0.66 70 nm 10 nm -3.55 Analisadas
- mg/ml mV
16/10/20 | BiNP_19 | 5 watts 1.4 KHz 5 min 265 nm r'r?gjrznl 60 nm 5nm - Analisadas
16/10/20 | BINP 20 | 5watts | 1.4KHz | 10min |285nm | 9% | 60nm | - ; Tempo de
mg/ml sintese

Legenda: ' Pot. = poténcia; 2Freq. = frequéncia; 3Conc. = concentragao.
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Bismuth-based nanoparticles impair adipogenic differentiation of human
adipose-derived mesenchymal stem cells
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ARTICLE INFO ABSTRAGT

Keywords: Bismuth-based nanoparticles (BINPs) have attracted attention for their potential biomedical applications.
Nanoparticles However, there is a lack of information concerning their interaction with biological systems. In this study, it was
Bismuth

investigated the effect of physically synthesized BiNPs to human adipose-derived stem cells (ADSCs). We first
evaluated the influence of BiNPs on cell viability, cell morphology, mitochondrial function and cell proliferation.
Further, the impact of BiNPs on adipogenie differentiation was also explored. Cylotoxicily assays have demon-
strated that BiNPs did not reduce relative cell viability of ADSC except at the highest tested concentration (345
pg/ml). Analysis of cell morphology performed by transmission electron microscopy confirmed that BiNPs
induced cell damage only at a high concentration (302.24 pg/ml), equivalent to ICsg concentration. Moreover,
BiNPs exposure increased the expression of the cell proliferation marker Ki-67 and the incorporation of the
thymidine analogue EdU into cell DNA, suggesting that these nanoparticles could be stimulating ADSC prolil-
eration. BiNPs also increased the mitochondrial membrane potential. Furthermore, BiNPs reduced ADSC adi-
pogenic differentiation as measured by lipid droplet accumulation and mRNA expression levels of the specific
adipogenesis biomarkers PPARy, C/EPBa and FABP4. Thus, BiNPs affect the nonspecific (viability, proliferation
and mitochondrial aetivity) and specific (adipogenesis) cellular mechanisms of ADSCs.

Stem cells
Cell differentiation

1. Introduction theranostic agents for cancer treatment (Lu et al., 2019). Moreover, they

have been applied to the construction of highly sensitive biosensors

Nanoparticles (NPs) have many applications in technological, in-
dustrial and biomedical fields (Singh. 2017), although the safety
assessment of NPs remains a major challenge. As a very heterogeneous
class of materials, NPs show high variability in their effects and prop-
erties (Fadeel et al., 2018; Khan et al., 2019). Even NPs from the same
material can behave differently, reinforcing the indispensability of a
carefully planned and executed toxicological analysis (Azhdarzadeh
etal., 2015). Among metallic NPs, bismuth-based nanoparticles (BiNPs)
have attracted substantial attention for their antifungal, bactericidal and
antibiofilm activities (Dalvand et al., 2018; Hernandez-Delgadillo et al.,
2017). Regarding their potential biomedical applications, BiNPs have
shown promising results as radiosensitizers (Deng et al., 2018) and

(Nigovic et al., 2017) and to the development of new contrast agents for
imaging (Hernandez-Rivera et al., 2019; Torrisi et al., 2018). Since in-
terest in the applicability of BiNPs is recent, so far there are no products
containing BiNPs currently available on the market (The Project on
Emerging Nanotechnology, 2021), and studies regarding BiNP toxicity
are still in the early stages (Luz et al., 2020). Thus, toxicity evaluation of
BiNPs on human cells is highly recommended before their application in
biomedicine (Reus et al., 2018).

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) have become an alternative
model for the toxicity assessment of different chemical substances (Eskes
et al., 2017), including NPs (Mancuso and Cao, 2014). These adult
multipotent cells can be easily isolated from different human sources,

* Corresponding authors at: Instituto Carlos Chagas, Rua Professor Algacyr Munhoz Mader, FIOCRUZ Parand, 3775, Curitiba, PR 81350-010, Brazil,
E-mail addresses: cintiahorinonchi@yahoo.com (C.D.S. Horinouchi), alessandra.aguiar@fiocruz.br (A.M. Aguiar).
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ANEXO 1 - LAUDO DO POTENCIAL ZETA DE BiNPs
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1 Introdugdo

O Potencial zeta & definido como a diferenga de voltagem entre a area externa da
superficie da particula dispersa e a area do ligquido dispergente. O potencial zeta esta relacionado
com a carga superficial. Imagine uma suspensdo de um solido finamente dividido e
unifor-memente distribuido em meio aguoso. Por diferentes mecanismos, essas particulas
apresentam uma carga elétrica superficial. Todavia, no meio aquoso, também existem cargas
elétricas em razdo da presenca de ions gue interagem eletricamente com as particulas em
suspensdo. A figura abaixo representa de forma esguematica uma particula com carga
superficial negativa, cujo potencial eléfrico em relagdo a uma superficie de referéncia pode ser
medido em mili Volts {mv).
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O Potencial Zeta pode ser medido por um instrumento no qual € inserida uma pequena
amostra da suspensdo, oferecendo leitura em mV, que pode ser um ndmero positivo ou negativo.
O valor medido fomece uma indicagio a respeito da estabilidade da suspensdo. Suspensfes
com valores de Potencial Zeta superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV s3o estaveis,
enquanto aquelas cujo valor se situa acima de -30 mV e abaixo de +30 mY sdo instaveis e podem
flocular. Como se percebe, esta propriedade das suspenses permite uma avaliagio objetiva
sobre o comportamento estavel ou ndo das mesmas.

O3 resultados daste Documanto s3o vilidos apenas para as amaostras snsaiadas ne 51-Eletroquimica. Raprodugfas dasts
Documanto 54 tém validada sa foram intagrais.
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2 Metodologia

A analise de potencial zeta foi realizada no equipamento Zeta Potential Analyzer, da marca
Brookhaven, modelo Zeta PALS. Meste procedimento, aliquotas das amostras dispersas em
agua foram dispostas em cubetas de acrilico, conforme recebidas. Em seguida, a cubeta
contendo cada amostra foi inserida no porta amostras do equipamento e foi realizada a medida,

sendo que os dados foram coletados pelo software BIC Particle Solutions. Em cada medida foram

realizadas cinco vammeduras, sendo que o resultado final compreende a média destes valores

associada ao desvio padrao.
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3 Resultados

Os resultados da analise de Potencial Zeta estSo apresentados nas Figuras 1 a 4. ©
valor medio de potencial zeta para a amostra BiNPs_02 foi de -8.55 mV, para a amosira
BiNPs_03 foi de -3,72 mV, para a amostra BiNPs_04 foi de -3,55 mV e para a amosira BiNPs_05
foi de -3,97 mV.
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Figura 1. Resultados de potencial zeta da amostra BiNPs_02
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Figura 2. Resultados de potencial zeta da amostra BiNPs_03
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Figura 3. Resultados de potencial zeta da amostra BiNFs_04
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Figura 4. Resultados de potencial zeta da amostra BiNPs_05
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4 Conclusio

A interpretagdo dos resultados é de responsabilidade do solicitante.
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