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RESUMO

Os termos nanociéncia e nanotecnologia correspoadémaa do
conhecimento que manipula a matéria em escala rérioame referem-
se ao estudo e as aplicacBes tecnoldgicas de slgalspositivos que
tenham ao menos uma das suas dimensdes fisicaslara de alguns
nandmetros. O objetivo deste trabalho foi avaliatogicidade de
nanoparticulas lipidicas (F1, F2, F3, F4, F5, FBE poliméricas (F9) e
metalicas (dioxido de titanio), além do &cido fodfmstico (HPW),n
vitro, em duas linhagens celulares, de fibroblasto oed# macaco
(Vero) e fibroblasto de rim de cachorro (MDCK), i vivo, em
camundongos. Através dos ensaiosvitro foi possivel dizer que as
nanoparticulas lipidicas e poliméricas estudadasstraram-se
biocompativeis, uma vez que apenas algumas delasraram uma
baixa toxicidade, com alto valor deslquando comparadas com a&dC
de outras nanoparticulas comumente usadas. Pasaaparticula de
TiO,, a mesma parece interferir nos métodos de avalidgdoxicidade
in vitro, sendo que a toxicidade desta nanoparticla pédmagsrovada
através da analise do ciclo celular. Da mesma formaHPW
demonstrou citotoxicidade nos ensaios de viabiédadvitro, porém
ambos, TiQ e HPW ndo demonstraram toxicidade em concentracfes
abaixo de 100 pug/mL. A avaliacdo da toxicidade masoparticulain
vivo foi realizada com as nanoparticulas F3, F5, F9 die. Foi
avaliado o peso dos animais de cada grupo no pareellltimo dia de
tratamento, o peso dos 6rgdos de cada animal apdsesmos serem
sacrificados, além de parametros hematoldgico®gubnicos, usados
comumente como indicativos de toxicidade. Através dnsaios de
toxicidadein vivo, as nanoparticulas F3 e F9 demonstraram toxicidade
renal e hepatica, respectivamente, através de pa@smbioquimicos
gue sdo usados para identificar tais alteracbesnakmparticulas de
TiO, causaram alteracdes nos parametros hematolégibomgeimicos,
que caracterizam dano hepatico, além de esplendimega

Palavras chave: toxicidade, nanociéncia, hanotegi@ml|nanoparticulas
lipidicas, nanoparticulas poliméricas, nanoparicuhetalicas






ABSTRACT

The terms nanoscience and nanotechnology corresjpotite area of
knowledge that the manipulation of matter is atnihaometer scale and
refer to the study and technological applicatiohslgects and devices
that have at least one dimension in the order fefaananometers. The
aim of this study was to evaluate the toxicityipfd nanoparticles (F1,
F2, F3, F4, F5, F7 and F8), polymeric (F9) and ir(@tanium dioxide),
and fosfotungstic acid (HPW vitro in two cell lineages of monkey
kidney fibroblasts (Vero) and dog kidney fibrobagMDCK), andin
vivo, in mice. Therefore, byin vitro assays, lipid and polymeric
nanoparticles studied here showed to be bioconipatiimce only some
of them showed low toxicity, with small ¥gwhen compared with other
commonly used nanoparticles. The evaluation of,Th@noparticles
cytotoxicity indicated that these metallic nanojdes interfere in the
methods of evaluation ah vitro toxicity, and the toxicity of these
nanopatrticles could be shown by cell cycle analysiewise, the HPW
showed cytotoxicity in vitro tests of viability, bboth TiQ, and HPW
showed no toxicity at concentrations below 100 [Lg/frhe evaluation
of the toxicity of nanopatrticleis vivowas performed with nanoparticles
F3, F5, F9 and Ti® We evaluated the weight of the mice in the first
and in the last day of treatment. After, blood wewlected for
measurement of hematological and biochemical pass)jecommonly
used as indicators of toxicity. The animals werst@adorly sacrificed.
For tests in vivo, the nanoparticles F3 and F9 shibliver and kidney
toxicity, respectively, through biochemical paraemstthat are used to
identify these changes. TiOnanoparticles caused changes in
hematological and biochemical parameters that cheae liver
damage, and splenomegaly.

Keywords: toxicity, nanoscience, nanotechnoloipydInanoparticles,
polymeric nanoparticles, metallic nanoparticles.
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1. Introducéo

A nanociéncia e a nanotecnologia vem atraindo acate de
muitos pesquisadores nos ultimos anos, principaknpalo crescente
uso de nanoparticulas nas mais diversas arease aias na
comunicagdo, engenharias e medicina. Este interagsém das
caracteriticas fisico-quimicas que sdo exclusiested materiais, como
tamanho, forma e grande area superficial (LIU 2008; ZHU; WANG
et al. 2008).

As nanoparticulas sdo empregadas na fabricacadvdesas
produtos de consumo como embalagens (CHEN; MENGIGXét al.
2006), creme dental, cosméticos (MENARD; DROBNE EMEC
2011), na medicina, no diagnéstico e terapia docar@flJOSHI e
MULLER 2009), além de nanocarreadores de substratigas e na
liberacdo de farmacos e genes (MULLER; RUNGE; RAVEEt al.
2006; YANG; WU; ZHANG et al. 2007; KWON; NAM; NAM teal.
2008), apesar dos mecanismos de interacdo entr@naparticulas e os
sistemas biologicos ainda serem pouco claros (T,SMAYNARD;
HOWARD et al. 2006). Em alguns desses produtos,damo creme
dental e cosméticos, as nanoparticulas estdo etatocatireto com o
organismo dos usuarios (DAUGHTON e TERNES 1999)ma falha
ou acidente durante a producdo dos nanomateridisripoliberar uma
importante quantidade de nanoparticulas para o nagbiente
(MOORE 2006).

O desenvolvimento da inddstria tecnolégica é ingadb pelas
propriedades inovadoras das nanoparticulas, masétangeram uma
grande preocupacgdo em relacdo a toxicidade desttesiais (STERN e
MCNEIL 2008). O tamanho das nanoparticulas, prdpde que as
torna especiais para diferentes areas tecnolégiaa®hém pode ser
responsavel pelo aparecimento de um novo padraoxigdade, em
gue ainda ndo se tem totalmente esclarecido as pe&éncialidades
téxicas, as possiveis formas de exposicdo, ososfgiira 0 meio
ambiente e para os sistemas bioldgicos em geddlisime dos produtos
de degradacdo destes materiais (CHEN; MENG; XIN&. &006).

Supde-se que, devido a pequena dimensédo das naoalipar
estas atravessariam facilmente os tecidos, céutaganelas, uma vez
gue o tamanho destes materiais € semelhante aauitkes rmoléculas
bioldgicas, como por exemplo, as proteinas. Fiesoctlessa forma a
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necessidade de se compreender 0s mecanismos grenidatn o
comportamento das nanoparticulas, ndo sé paraeodsimento desta
tecnologia, mas também na tentativa de predizer respostas
toxicolégicas aos nanomateriais (FADEEL e GARCIANBEETT
2010).

Uma vez que os estudos sobre a toxicidade de naivopes
ainda é insuficiente, toda e qualquer producactifiem a esse respeito
contribui para a regulamentacdo do uso e produedtes materiais
(BARRENA; CASALS; COLON et al. 2009). Sendo assimoxicidade
de alguns sistemas nanoestruturados como nanapeastitipidicas,
poliméricas e metalicas seré avaliada neste trabalh
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2. Referencial Tedrico

2.1 Nanociéncia e Nanotecnologia

Os termos nanociéncia e nanotecnologia correspoia area
do conhecimento que manipula a matéria em esnanométrica e
referem-se ao estudo e aplicacdes tecnoldgicas de objetos
dispositivos que tenham ao menos uma das suas sheeiffisicas n
ordem de alguns nanémetr@@H MELO e PIMENTA 200). A palavra
nano, derivada do grego “ando”, é usada pasaydar um bilionésim:
de metro e pode ser representado pela nota¢aonl@u pelo sirbolo
nm (nanémetro) (Fig.LESTEVES; TIMMONS e TRINDADE 200).

] o

(L3

Bola de futebol 3 L. Virus da
(30cm) Pulga (Imm)  Cabelo (80 pm) Hemicias (7 pm) herpes (100 nm) Fulereno (0,7 nm)

10°m 10'm 102°m 10°m 104 m 10°m 10¢m 10"m 10°m 10°m 10°m

| | | | | | | ' ! ! |
[ I I I I [ I [

(1m) (1 mm) (1 pm) (100 nm|

Acido salicilico (1 u
Molécula de
nm) Agua

Figura 1 — Escala manotniéa de objetos natur:.
Adaptado deNNOHYNEK e DUFOUR 200).

Nanoparticulas de TiO,
(40 2 200 nm)

As nanoparticulas, oghamados blocos de construgcéo
nanotecnologia, tém sido amplamente definidas cestwturas cor
pelo menos 100 nm ou menos. Para aplicacbes bioasedesti
definicdo foi expandida para incluir sistemas natrogurados maiore
que 100 nm, como por exemplo os lipossonBBEERN e MCNEIL
2008). Neste trabalho serd utilizada a denominacdo naricylal
também para os lipossomas e nanocapsulas.

Apesar dogrande interesse pelo estudo e pela aplic
tecnolégica de objetos nanométricos serem bastaatente,
nanotecnologia esta presente na natureza a billedasos, desde que
moléculas e 4tomos comecaram a se organizar emtuear mait
complexas ge terminaram por dar origem a vida. O homem tan



32

esta envolvido com a nanotecnologia ha muito tempesmo que de
forma empirica. Por exemplo, sabemos hoje que & timnquim,

desenvolvida pelos chineses hd mais de dois md, angonstituida de
nanoparticulas de carvao suspensas em uma solpgésaa(DE MELO

e PIMENTA 2004).

O primeiro registro de mencgdo ao tema, mesmo queoseso
do termo Nanotecnologia, se deu em uma palesttaaga em 1959
pelo fisico Richard Feyman, intituladatere is plenty of room at the
bottom”, ou em portugués: “Ha muito espaco 14 em baixeynann
sugeriu escrever 24 volumes da enciclopédia bcédna cabeca de um
alfinete e a intencdo era mostrar que os &atomoserigma ser
manipulados e controlados um a um. O uso do tetoa surgiu apenas
em 1976, utilizado por Norio Taniguchi (SOUZA e CARA ;
INOVACAO 2005).

A nanotecnologia possui um grande nimero de afsaQas
mais diversas areas, e esta presente na fabricd&acentenas de
produtos comercialmente disponiveis. A rapida espando interesse
cientifico, tecnologico e comercial nos materiasesaala sub-micron
tém ampliado os campos da nanociéncia e da naodbgen
Atualmente, os dados estatisticos mostram que dea000 produtos
ou linhas de produtos disponiveis no mercado jdizam a
nanotecnologia em sua producédo (JONES e GRAINGHER;20SIAO
e HUANG 2011). Algumas estimativas realizadas penmiprojetar que
a nanotecnologia provocara um impacto maior que exolRcao
Industrial podendo atingir um trilhdo de délares @015, sendo
destinado em torno de 18 bilhdes de ddlares paa de produtos
farmacéuticos (NEL; XIA; MADLER et al. 2006; JONE®
GRAINGER 20009).

As nanoparticulas possuem propriedades fisico-gagmi
incomuns, tais como pequeno tamanho, area supgrfmdmposicdo
quimica, pureza, cristalinidade, propriedades Gadtas, estrutura de
superficie, a reatividade da superficie, solubid@aforma e agregacéo
(NEL; XIA; MADLER et al. 2006).As propriedades que fazem destas
estruturas tdo atrativas em aplicacfes industediomédicas sdo as
mesmas propriedades que suscitam preocupac¢tegutarsg (Fig. 2)
(STERN e MCNEIL 2008). As propriedades fisico-quiasi ndo usuais
dos sistemas nanoestruturados podem ajudar a entengdoder e o
potencial da nanotecnologia. A reducdo de tamasdmo, a mudanca na
composi¢cdo, proporciona aos materiais a aquisigqrdpriedades
quimicas, fisicas, mecéanicas e bioldégicas completéen distintas
daguelas do material original. Pode-se considerar mova substancia,



33

guando comparada com a forma "ndo-nandANETTI-RAMOS e
CRECZYNSKI-PASA 2008).

o]
N
-

A
1
]
1
:g : Tamanho/
] 1 Forma
g
= 1
1
1
1
] -
- Contaminantes + Carga de superficie (+/-)

A

Ligacdo as proteinas

Figura 2 — Propriedades fisico-quimicks nanopaiculas.
Adaptado de (STERN e MCNEIL 2008

2.2 Aplicacgdes das nanoparticulas

As propriedades fisicquimicas das nanoparticu (Fig.3) as
tornam extremamente atrativas para ongomais variadas arecomo
na ciéncia méda, medicamentos, produtos agrico(GRASSIAN;
O'SHAUGHNESSY; ADAMCAKOVA-DODD et al. 200) alimentos,
cosmeéticos, microeletrénica, ceramica e cataligsdios Ultimos anc,
0 uso das nanoparticulas foi estendidoa o diagndstico e terapia
cancer (JOSHI e MULLER 2009), além aianocarreadores lliberagéo
de farmacos e genes (“Drug Delivery)M{LLER; RUNGE;
RAVELLI et al. 2006;KWON; NAM; NAM et al. 2009).
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o A o
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Rl HiE % % 3
- . LA .
Foapie® Forqpd®
N?nnpalnlrcu}a Nan{?paftlcula I‘.Ila'nclapan'rtiula Lipossoma
inorganica polimerica lipidica solida
Nanocristal MNanotubo Dendrimeros

Figura 3 Nanoparticulas usadas nas areas farmacéuticimédica.
Adaptado de (FARAJI e WIPF 2009)

Recentemente, tem-se assistido uma enosxgansao (
pesquisa e potenciais aplicacdes da nanotecnolpgianedicina,
incluindo a exploracdo dos nanomateriais na litieragvetorizaca de
produtos farmacéuticos (BRIGGER; DUBERNEe COUVREUFR
2002; FARAJI e WIPF 2009; FADEEL e GARCIBENNETT 201() e
aplicacBes no segmento de imagens médCa&RMODE; JARZYNA,
MULDER et al. 2010)A associagéo de principios ativos com conhe
atividade farmacoldgica a sistemas que permitam lteragdo ¢
adequacdo de suas propriedades figidmicas sem alterao seu
mecanismo de acdo pode ser uma alternativa vaatagoa o tratamen
de muitas doengas. O interesse atual em sistemazesteuturado
reflete a necessidade de liberacdo do farmaco eas @specificas (
organismo, objetivando aumentar o indice terap&u#dém desse
beneficios, as nanoestruturas também séo capapestdger o farmac
frente a degradacéo enzimatica, quimica ou imuicabg

O uso de nanoparticulas como sistemas lideragcéo ¢
vetorizagdo de substancias ativas possui inUmerdgagens, como al
estabilidade, alta capacidade de transparteapacidade de incorpo
substancias hidrofilicas e hidrofébicas, e campatibilidade col
diferentes vias de administracéo (inalacéo, oekmteralsubcutane).



35

As nanoparticulas também podem ser projetadas parmitir a
liberacdo do farmaco de maneira controlada e ewsagpecificos. O
uso das nanoparticulas como transportadoras dadasypode reduzir a
toxicidade do principio ativo incorporado, melhaaasiodisponibilidade
da substancia ativa, e poderia auxiliar no aumetdoadesdo ao
tratamento da terapia prescrita (BRIGGER; DUBERNEY
COUVREUR 2002; ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI-PASA 2008
FADEEL e GARCIA-BENNETT 2010).

As nanoparticulas também tém sido amplamente adéiz em
pesquisas biolégicas na deteccdo de biomoléculasnsaios de DNA,
imunoensaios e bioimagem celular (LIU 2006; GARCE®10).
Normalmente, as nanoparticulas sdo derivatizadagdderentes grupos
funcionais, tais como sondas de oligonucleotidégadas a acidos
nucléicos, anticorpos e proteinas para produzioseondas. Ainda,
sondas produzidas a partir de nanoparticulas daetéar sido utilizadas
na identificacdo de bactérias patogénicas em tegizotiemicroarrays
(STORHOFF; MARLA; BAO et al. 2004).

O fato de as nanoparticulas possuirem o mesmo kemae
algumas proteinas torna estes materiais adequaali@s rparcacao
biolégica. Porém, o tamanho é apenas uma das nuatasteristicas
dessas estruturas e é insuficiente para o usogbioloAssim, para
interagir com o alvo, utiliza-se um revestimentocamada molecular
que ird atuar como interface (SALATA 2004). Revestitos biolégicos
podem incluir anticorpos, biopolimeros como o cetéy (SINANI;
KOKTYSH; YUN et al. 2003), ou monocamadas de pegsen
moléculas que compdem as nanoparticulas biocongmt(ZHANG;
KOHLER e ZHANG 2002). A abordagem utilizada na ¢omsio de
nanobiomateriais é exemplificada na Figura 4.

Atualmente, existe um grande foco na aplicagdo da
nanotecnologia no tratamento do cancer. A nanolegizoé um novo
campo interdisciplinar que, envolve biologia, fésic quimica,
engenharia, farmécia e medicina com o objetivoedarl os principais
avancos no diagnostico, tratamento e deteccdo neecdFERRARI
2005). Diferentes sistemas nanoestruturados tém gidizados no
diagndstico e na terapia do cancer, como por exeraplnanoparticulas
inorganicas (nanoparticulas de ouro, nanoparticulesgnéticas),
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lip&icaanotubos de
carbono, pontos quanticos, assim como os conjugados
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Figura 4 -Diagrama esquematico da modificagdo de uma naricglai
e sua absorc¢ao pela célula. AdaptaddZ#ANG; KOHLER e ZHANG
2002)

Os primeiros sistemas nanoestruturadeslizados como
carreadores na quimioterapia para o carfoeam os lipossoma
Lipossomas séo geralmente de tamanho nanométrimonsistm em
uma bicamada lipidica em torno de um nucleo aqu@soprimeiros
estudos para relatar a eficiéncia dos lipossoma® carreadores ram
no sentido de melhorar a farmacocinétchiodistribuicdo o farmaco
doxorubicina,que possui conhecida atividade quimioterapica, coat
atividade cardiocitotoxica importante e portantn imitado(WANG e
THANOU 2010). Um exemplo desucesso dessa utilizagdo €
medicamento Doxil®, doxorrubicina lipossomgbeguilada, qu
demonstrou alta eficiéncia, devido raelhoria da farmacocinétic
(ALLEN e MARTIN 2004). Atualmente, existem mais de 70 ens:i
clinicos em curso utlizando nanoparticulas para céncel
(http//:clinicaltrials.gov; pesquisa dos termosaarticulas e cancer €
maio/2011).

2.3 As nanoparticulas e o meio ambiente

O efeito da utilizacdo de produto de natureaaotecnoldgic
dentro da perspectiva da salde publica e do mehieate é pouc
monitorado e nenhum governo desenvolveu, até o momento,
regulamentacdo especifica para tratar produtos semlamanmeétrica
ou paa os impactos sociais e ambientais desta novaltgsa Apesar
da ampla gama de aplicac¢des, ainda faltam inforesasgibre « impacto
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das nanoparticulas na saude humana e ao meio aentBEMAYDICH-
STOLLE; HUSSAIN; SCHLAGER et al. 2005).

Com o rapido crescimento de suas novas aplicacé@es,
nanoparticulas sao produzidas no mundo em grandastidades e
como consequéncia, a exposicdo humana a essegimatenevitavel e
vem aumentando rapidamente. A falta de dados soboicidade de
nanomateriais torna dificil determinar se existe ngoo associado a
exposicdo a estas substancias. Assim, ha uma itegkssirgente de
desenvolver metodologias que determinem essa daxiei de forma
rapida, precisa e eficiente, com o intuito de avali potencial efeito
toxico destes materiais emergentes (HU; COOK; WAd@l. 2009). A
toxicologia dos nanomateriais tornou-se uma nowantdira em
toxicologia das particulas. No entanto, nosso ctintento atual sobre
0s potenciais efeitos adversos das nanoparticuida @ muito limitado
(STERN e MCNEIL 2008).

A liberacdo de nanoparticulas para 0 meio ambi@uoge
acontecer durante a fabricagdo de produtos, atrdeéacidentes de
trabalho durante a producdo, ou mesmo como residDosso de
produtos contendo nanoparticulas na formulacao [esvde a exposicdo
destas através da pele, ao usar cosméticos commesre protetores
solares contendo nanoparticulas, ou mesmo ao lingjarientos que
contenham estas substancias nas preparactes oemiatagens. A
exposicdo também pode ocorrer em aplicacbes tdiepgu e
diagnosticas. As rotas de exposicdo de uma namoydarpodem variar
durante o seu ciclo de vida (Fig 5) (TSUJI; MAYNARBOWARD et
al. 2006).

Basicamente, a avaliacdo do risco de exposicdo as

nanoparticulas envolve uma estimativa do potendalexposicdo e
caracterizacdo do perigo. As potenciais zonas gesizdo incluem a
inalagcdo, absorcédo dérmica e oral, e no caso ieaepés biomédicas,
parenteral (STERN e MCNEIL 2008). A toxicidade femte da
exposicao as nanoparticulas poderia ocorrer enmstivedrgaos, como
nos pulmdes, na pele ou em o6rgaos distantes. Panedicdo de
toxicidade sistémica apds exposicdo ndo parenterdhse sistémica é
um importante parametro. Estudos abordando aldatsio sistémica
de nanoparticulas de locais de deposi¢éo estaocenae a desvendar a
dindmica da interacdo organismo-nanoparticulagyreeter os meios
para relacionar a exposicdo com o0s possiveis ridéider e
Oberdorster, 2006).
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Figura 5 — Possiveis rotas de exposi¢cdo a hanoplasi
Adaptado de (TSUJI; MAYNARD; HOWARD et al. 2006).

A discussdo sobre nanotoxicologia tem ganhado espag
comunidade cientifica, como uma resposta a umassigiegle de mais
informacdes, especialmente com relacdo a segurafygesar dos
172.599 artigos publicados até maio de 2011 apt@sdo 0s temas
nanotecnologia, nanomateriais ou nanoparticulana22.381 destes
tratava-se de  artigos sobre toxicidade ou toxidalog
(http://www.sciencedirect.com/; pesquisa dos terpitalos acima, em
maio/2011). O desconhecimento sobre a nanotoxiadieq dificultado
a criacdo de leis especificas para ordenar a péodudistribuicdo e
descarte de produtos que contenham materiais rieunoesdos
(ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI-PASA 2008; PASCHOALINO;
MARCONE e JARDIM 2010).

A implementag&o de um processo sistematico pardifidar o
impacto das nanoparticulas sobre a salde ambitmtabu-se um
problema para as indUstrias e os 6rgdos reguladdwegoverno.
Portanto, o desenvolvimento comercial e utilizag& nanomateriais
apresentard novos desafios para empresas e govemagrantir a
seguranca dos produtos para os trabalhadores abnéinte, para os
consumidores.
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2.4 Toxicidadein vitro

A avaliacéo da toxicidade de nanoparticulas é fmitameio de
estudos de toxicidade vitro ein vivo. Os estudos de toxicidadevitro
sdo realizados, inicialmente, para estabelecerrecidnamento dos
testes de toxicidade vivo, porém, em relagdo as nanoparticulas, esses
testes estdo sendo realizados concomitantemente dd@Trsos
pesquisadores. A cultura de células é, portant@ alternativa para
predizer a toxicidade sistematica das nanoparfdualavitro, com a
utilizacao de diversas linhagens de células, cadhapm caracteristicas
préprias.

Para classificar o principal problema abordadoengéstbalho,
apresentam-se resumidos na Tabela 1 os possiwissetleletérios
causados por materiais nanoestruturados e os tesgeefeitos
fisiopatologicos, baseados em evidéncias experaitent clinicas.
Baseado nestas evidéncias observa-se claramenecessitade de
atuacdo na caracterizagdo da toxicidade de materéanoestruturados
desenhados e preparados para diferentes fins. Muidbalhos vem
sendo desenvolvidos neste sentido, tantetro quantoin vivo.

Park e colaboradores (2008), avaliaram a citotdaie de
nanoparticulas de dioxido de titanio (p)@tilizando culturas de células
do epitélio pulmonar BEAS-2B. A viabilidade dasuas$ foi reduzida
para 40% em relacdo ao grupo controle, com apebasgdnlL das
nanoparticulas. Os autores ainda confirmaram d@ovade proteases
relacionadas com a apoptose (caspase-3) e aumentestiesse
oxidativo, correlacionando estes parametros comitetogicidade
(PARK; YI; CHUNG et al. 2008).

Em estudo mais recente, foram avaliadas a cito e a
genotoxidade causada por nanoparticulas de, B culturas de
fibroblastos murino NIH 3T3 e humanos HFW, em quearhn
demonstradas altera¢des no ciclo celular com blogiefase G2/M, e
alteracdo da segregacao cromossdmica, duplicac&emtoossoma e
citocinese (HUANG; CHUEH; LIN et al. 2009). Com aefo ao
estresse oxidativo, Teodoro e colaboradores (2@&monstraram o
comprometimento da capacidade de fosforilacdo tixalala célula,
assim como a perda do potencial de membrana midoebao incubar
nanoparticulas de prata de diferentes tamanhos iiocondrias
extraidas de figado de ratos (TEODORO; SIMOES; DUERet al.
2011).
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Tabela 1 — Possiveis efeitos fisiopatol6gicos dmparticulas.

EFEITOS DE
NANOPARTICULAS

POSSIVEIS EFEITOS
FISIOPATOLOGICOS

Geracdo de espécies reativas ddanos em proteinas, DNA e

oxigénio
Estresse oxidativo

DistUrbio mitocondrial

Inflamacéo

Captura pelo sistema
endotelial

reticuldCapturas

membranas (estresse oxidativo)
Inflamacéo e disturbio
mitocondrial
Danos na membrana interna,
mudancas na permeabilidade

Infiltracdo de células
inflamatérias  nos  tecidos,
fibrose, granulomas,
aterogénese, fase aguda de

expressao de proteinas,
assintomaticas e
estocagem em figado, baco e
linfonodos; possibilidade de
aumento de érgéo e disfuncéo

Desnaturacdo e degradacdo deerda de atividade enzimética e

proteinas
Captura pelo nucleo

Captura pelo tecido neuronal

Disturbio na funcdo dos fagocitos

Disfuncéo no sistema endotelial

Geracédo de neoantigenos

auto-antigenicidade

Danos em DNA, agregacdo de
proteinas  nucleares,  auto-
antigenos

Danos cerebrais e isiensa
nervoso periférico

Alteracdes na regulacdo do cicl@roliferacéo celular

celular
Danos ao DNA

Inflamacdo crénic fibrose,
granulomas, interferéncia na
eliminacéo de agentes
infecciosos

Aterogénesis, tamap ataque
do coracéo

Autoimunidade
Mutagénese, metaplasia,

carcinogénese

Fonte: adaptado de (NEL; XIA; MADLER et al. 2006).
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Ainda utilizando estruturas metalicas, nanoparide ouro ao
serem incubadas com células de adenocarcinoma lalveamano
A549, resultou em significativa alteragdo na madoh nuclear,
observadas ap6s coloragdo com DAPI, uma sondaanuftlerescente.
A condensacdo nuclear € considerada um importamsteador de
citotoxicidade (PATRA; BANERJEE; CHAUDHURI et al0@7).

Porém, em muitos casos, a toxicidade associada com
nanoparticulas tém sido atribuida a agentes conéentas que adsorvem
a superficie da particula durante o processo ddupém ou transporte, e
ndo ao nanomaterial em si. Em estudo realizado @@8,2foi
demonstrada a geracdo de estresse oxidativo endfangms tratados
com particulas em nanoescala coletadas no ar dgrande cidade dos
Estados Unidos, e correlacionaram esta toxicidant® o teor de
contaminantes organicos das nanoparticulas (LIUSKS; CHO et al.
2003). Um estudo posterior concluiu que quinondsdeocarbonetos
poliaromaticos contaminantes foram responsaveisa paisfuncao
mitocondrial observada em macrofagos RAW 264.7tad@s com
nanoparticulas presentes em escape acidental del,di®letado em
automovel no Japao (XIA; KORGE; WEISS et al. 20@3tes dados
apenas reforcam a necessidade de uma eficientetereaedo no
processo de producdo destas nanoparticulas, assiomra avaliacdo da
toxicidade.

2.4.1 Nanoparticulas e o estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desbrailentre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS8g aitrogénio
(ERNSs) e o sistema de defesa antioxidante endégemimndo levar a
uma série de mudancas fisiolégicas, geradas pasdamportantes em
biomoléculas, com potencial impacto sobre todo @amismo
(AHAMED 2011). As EROS s&do moléculas instaveis tamaénte
reativas (SIES 1997). A producdo de EROs aconteadolyicamente
durante a respiracdo celular mitocondrial, além séeem também
geradas pela radiacdo ultravioleta, raios x e rgémsa. Sao produtos de
reacdes catalisadas por metais, estdo presenfesmeande poluentes na
biosfera e em organismos vivos superiores sdo pidalsl por
neutrofilos e macrofagos nos processos inflamadAs EROs podem
ser consideradas maléficas por causarem danos ipfmiod de
membrana (lipoperoxidacéo), ao DNA, as proteingmrepromoverem
apoptose e necrose mesmo em células sadias. Btareten condicbes
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de equilibrio redox, as EROs possuem atividade flmenépor
participarem na defesa contra agentes infecciosom esinalizacéo
celular (VALKO; RHODES; MONCOL et al. 2006).

Um dos mecanismos moleculares propostos para dexiei
induzida por nanoparticulas € a geracdo de EROs.nigrmanismo
frequentemente discutido é a inducdo de danos towdda dos
constituintes celulares, quer devido a geracaospécies reativas de
oxigénio (EROS) ou pela inativagdo do sistema desdeantioxidante
(NEL; XIA; MADLER et al. 2006; STONE e DONALDSON 28). O
estresse oxidativo tem sido proposto como um msgemicomum de
lesdo celular induzida por varios tipos de nandpaes, como
demonstrado por diversos autores (PARK; YI; CHUNGak 2008;
WANG; GAO; LAN et al. 2009; AHAMED 2011; SHUKLA,;
SHARMA; PANDEY et al. 2011), podendo levar a moctdular em
diferentes linhagens (PARK; YI; CHUNG et al. 20@8DM e CHOI
2009; HUSSAIN; BOLAND; BAEZA-SQUIBAN et al. 2009; IK;
CHOI; CHOI et al. 2009).

2.4.2 Metabolismo energético

A mitocondria é apontada em inumeros estudos como o
principal mediador da morte por apoptose. Essanetgaintegra os
estimulos de morte celular, induzindo a permealgép mitocondrial e
consequente liberacdo de moléculas pro-apoptatieks presentes. O
colapso do potencial de membrana mitocondrial sgudédo sinais de
morte alcangcam a mitocéndria. A0 mesmo tempo, a dljpu espaco
entre membranas passa para a matriz mitocondni@ndo a ruptura da
organela e consequente liberacdo de proteinasppgiédicas para o
citoplasma. A perda do potencial de membrana, alénprovocar a
liberacdo de moléculas pela mitocondria, tambénaneva perda da
homeostasia celular, interrompendo a sintese de &Bmentando a
producdo de EROS. O aumento nos niveis de EROSlexalacéo de
lipidios, proteinas e acidos nucléicos, aumentandaolapso do
potencial de membrana. A resposta da mitocondridaao oxidativo €
uma via importante no inicio da apoptose (BERNARD®99;
GRIVICICH; REGNER e ROCHA 2007).

O metabolismo energético pode ser um alvo de thedts
relacionado com nanoparticulas. A principal preagép com relacdo a
interacdo das nanoparticulas com as células éoodatque alguns
nanomateriais sédo transportados através das memsbreglulares,
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especialmente em mitocéndrias (FOLEY; CROWLEY; SMAEt al.
2002). No entanto, ndo esta totalmente esclaresgdas nanoparticulas
entram diretamente na mitocdndria ou s&o interaddis como
consequéncia do dano oxidativo (LI; SIOUTAS; CHCakt2003). A
perda do potencial mitocondrial induzido pelas panticulas tem
importantes efeitos bioldgicos, especialmente nairdiicdo da
producdo de ATP e no inicio da apoptose (HIURA;HAPLAN et al.
2000; TEODORO; SIMOES; DUARTE et al. 2011).

2.4.3 Viabilidade celular, ciclo celular e nanoparticulas

A divisdo celular consiste de dois processos carises
caracterizados principalmente pela replicacdo d&\[@Na segregacao
dos cromossomos replicados em duas células. Origgnde, a divisdo
celular foi dividida em duas etapas: a mitose @d)seja, o processo de
divisdo nuclear e a intérfase, o intervalo entrasdases M. As fases da
mitose incluem préfase, anafase, metafase e tel6f&ob o
microscopio, as células da intérfase simplesmeastcem em tamanho,
mas diferentes técnicas revelaram que a intérfecd@ ias fases G1, S e
G2 (VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN 2003). A
sintese de DNA e mitose ocorrem durante a fase & fase M,
respectivamente. Estes acontecimentos marcanteseg@wados pelas
fases G1 e G2 durante os quais mMRNAs e proteinamudam
continuamente (MADDIKA; ANDE; PANIGRAHI et al. 20Q0.7Na fase
G1 a célula prepara-se para a sintese de DNA,eceeapresenta 2n de
cromossomos. Na fase subsequente S, ocorre a afmicdo DNA
chegando a 4n no final da fase. Antes das célofasrem mitose, elas
continuam na fase G2 com crescimento celular e géotanto,
preparadas para a divisdo celular. Durante a mitas®re a separacao
em duas células-filha. Células que estdo na fase&80chamadas de
quiescentes e permanecem indefinidamente sem isir gOLLINS e
GARRETT 2005).

Quando uma célula sofre um dano, o ciclo celulalogueado
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN 2003). A céla
interrompe o processo de divisdo para que todacaimaia de reparo
do DNA - proteinas especificas capazes de cowigilados danos
celulares — seja acionada para dar oportunidadeegkar o dano e
posteriormente, poder dar continuidade ao ciclo.datro lado, quando
este dano for grande o suficiente para ndo seragpaa eliminacdo da
célula danificada é inevitavdDessa forma, a analise do ciclo celular
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permite avaliar o conteddo de DNA de cada célulagdepdo ser
utilizado para estimar a distribuicéo celular racelular, bem como a
sua regulacdo, sendo assim uma ferramenta parareemspo dos
efeitos das nanoparticulas nas células (TAVARERAEARES 2009;
WANG; GAO; LAN et al. 2009; WU; SUN e XUE 2010).

2.5 Toxicidadein vivo

Os ensaios de toxicidade vivo sdao demorados, caros e
envolvem questdes éticas com o0 uso de animaiscétda disso, 0s
testes de toxicidade vitro tem sido a primeira escolha para a maioria
dos pesquisadores que trabalham com nanomatelsais. pode ser
atribuido ao fato de que os ensdingitro além de serem mais rapidos,
convenientes e menos dispendiosos, sdo desproddosguaisquer
questBes éticas. No entanto, a complexa intera¢fidaanatriz, a
interacdo célula-célula, a diversidade de tipoxé@lalas, e os efeitos
hormonais presentes vivo ndo sdo encontradas em culturas celulares.
Além disso, estudar o efeito crbnico de uma subi&t&@ambém nao é
possivel sem os experimentos/ivo(DHAWAN e SHARMA 2010)

Como ja mencionado, o uso de nanoparticulas na éarea
biomédica tem crescido muito nos ultimos anos,ndeaao surgimento
de um novo campo de diagnostico e tratamento. Bluitassas
aplicacdes envolvem a administracéo ou implantag@ioanoparticulas
em sistemas bioldgicos. Para a efetiva utilizagi rthnoparticulas em
tratamento e distribuicio de medicamentos, € pelssiiciar esta
avaliacdo através da andlise dos parametros hémgats e
bioquimicos, além de alteracdes histopatolégicas atomais tratados
com estas estruturas (LASAGNA-REEVES; GONZALEZ-RORE
BARRIA et al. 2010).

Alguns pardmetros hematoldgicos sédo frequentemente
utilizados como marcadores para avaliar a funcgmati@m e renal
(ZHANG; NIU; LI et al. 2010). Geralmente, danoscédulas do figado
sdo caracterizados por um aumento na concentralgmdtica de
enzimas como a aspartato transaminase (AST) enmaltansaminase
(ALT). A AST aparece em altas concentracdes enogéecidos como
figado, rins, coracdo e pancreas, porém, a ALT Hkerdda
principalmente dos hepatécitos para o sangue amacdiés de dano
celular, sendo considerado um bom marcador de logpatocelular. As
proteinas totais, representadas principalmente allamina podem
estar aumentadas na presenca de lesbes hepatitBRAP ABDEL
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MONEIM; WANG et al. 2009). A toxicidade renal podser
determinada por meio dos niveis de uréia e creatindb sangue, que
sdo metabdlitos associados com a funcionalidadeicwgLASAGNA-
REEVES; GONZALEZ-ROMERO; BARRIA et al. 2010).

2.6 Nanoparticula metélicas

2.6.1 Nanoparticulas de Diéxido de Titanio (TiQ)

O diéxido de titanio (TiQ), um p6 branco e inodoro, existe
naturalmente na forma de anatase, rutilo e brodkitzapaz de absorver
e refletir a luz e é frequentemente usado como grgonbranco em uma
vasta gama de produtos como tintas, papel, plaste@émica, protetor
solar e cosméticos (WANG; ZHOU; CHEN et al. 200RJLYIN; PU
et al. 2009), além de aditivos farmacéuticos edlitares como pasta de
dente, capsulas e pastilhas (WANG; ZHOU; CHEN et28D7; JIN;
ZHU; WANG et al. 2008; LIU; YIN; PU et al. 2009).téalmente, é
produzido em abundancia e amplamente utilizadodde® sua alta
estabilidade, além do uso como filme protetor @otrrosao (WANG;
ZHOU; CHEN et al. 2007) e como fotocatalisador (W&NZHOU,;
CHEN et al. 2007; LIU; LIU; LIU et al. 2010; GHALYJAMIL; EL-
SEESY et al. 2011).

A utilizagdo do TiQ tem expandido-se nos Ultimos anos
especialmente como fotocatalisador, em um processamado
fotocatalise heterogénea. Trata-se de um processo potencial
aplicacdo na descontaminagcdo de poluentes toxicosnde
biodegradaveis, comumente presentes no ar, efhiaiemésticos e
industriais (NOGUEIRA e JARDIM 1998; OLLIS 2000).@dincipio da
fotocatalise heterogénea consiste na ativacdo deemmicondutor, por
exemplo o TiQ, através da luz solar ou artificial, formando wadical
"OH altamente oxidante. Este radical é capaz derreagn uma grande
variedade de classes de compostos, oxidando oncioi@tizte organico e
promovendo a total mineralizacdo destes composios gubstancias
indcuas como CPe agua (NOGUEIRA e JARDIM 1998; VALENTE;
PADILHA e FLORENTINO 2006; GHALY; JAMIL; EL-SEESY teal.
2011).

Um semicondutor é caracterizado por bandas de cial€BV)

e bandas de conducdo (BC), sendo a regido entsechlEmada de
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“bandgap”. A irradiacdo UV do TiOcom energia superior ou igual a
energia de “bandgap”, resulta na promocao de utroeléla banda de
valéncia para a banda de conducéo, gerando umaalgb) na banda
de valéncia (Fig.6). A competicdo entre o proceswoque o elétron é
retirado da superficie do semicondutor e o procdsesecombinagéo do
par elétron/lacuna, resultando na liberacao de éatpue determinaré a
eficiéncia da fotocatdlise (NOGUEIRA e JARDIM 1998HALY;
JAMIL; EL-SEESY et al. 2011).
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Figura 6 Esquema representativo do mecanismo derfatocatalise.
Fonte: (NOGUEIRA e JARDIM 1998)

Alguns semicondutores como o sulfeto de cadmio JCdS
Oxido de estanho (SnDe o 6xido de ferro (R®s;) sdo comumente
utilizados como catalisadores (NOGUEIRA e JARDIM98P No
entanto o TiQ@ apresenta caracteristicas dsemicondutor além de
melhor desempenho e maior rendimento fotocatalficqrocesso de
fotocatalise heterogénea que outros materiais (GUEsA PANDIT
2004). Apesar disso, a recombinacdo elétron/lacéina principal
limitante para o rendimento total do processo dwchialise. A
incorporacao de metais a estrutura cristalina sup&rficie do TiQtem
sido estudada com o intuito de minimizar tal recotEo
(NOGUEIRA e JARDIM 1998). Assim, em parceria com grapo de
pesquisa do Instituto de Quimica de S&o Carlotlriersidade de Sao
Paulo, a toxicidade de nanoparticulas de,Ti@n acido fosfotungstico
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(HPW) adsorvido sera estudada, com o intuito deeatsn a atividade
fotocatalitica do Ti@ Iniciamos 0s ensaios avaliando a toxicidade das
nanoparticulas de TiOe do HPW, separadamente, para entdo na
sequéncia, ser estudada a toxicidade de dd@ o HPW adsorvido. As
nanopaticulas de Tgxom HPW adsorvido ja foram sintetizadas, mas
devido a instabilidade das nanoparticulas em pldlide crescimento
para as células, os ensaios de toxicidade com ewmisriais serdo
realizados em outra oportunidade.

2.6.2 Nanoparticulas Lipidicas

Nanoparticulas lipidicas soélidas sdo particulas postas de
matriz lipidica sélida, biocompativel e biodegraela(JOSHI e
MULLER 2009), também chamadas de lipoesferas ouoesdaras
lipidicas solidas, e apresentam um tamanho entre 5000 nm. S&o
preparadas usando uma grande variedade de agttbeds, mono-, di-
ou triglicerideos, misturas de glicerideos ou Geayas séo estabilizados
por tensoativos biocompativeis anidnicos, cati®ioco nao idnicos
(WONG; BENDAYAN; RAUTH et al. 2007).

As nanoparticulas lipidicas tem sido amplamentizadias na
nanomedicina, como por exemplo, em formulagées éticas e de pele
(PARDEIKE; HOMMOSS e MULLER 2009), em formulagdesadas
no tratamento do cancer (CHATTOPADHYAY; SHEKUNOVI|M et
al. 2007; JOSHI e MULLER 2009; WANG e THANOU 201G)a
administracdo de medicamentos via oral e ocular(MER; RUNGE;
RAVELLI et al. 2006), na terapia génica (KWON; NANIAM et al.
2008) na geragdo de imagens, entre outros. Apesarmditas
nanoparticulas lipidicas ndo demonstrarem citoidade em trabalhos
anteriores (MULLER; RUNGE; RAVELLI et al. 2006; LIUGONG;
FU et al. 2008; JOSHI e MULLER 2009; YUAN; ZHANG;Wet al.
2010), a composicdo das nanoparticulas utilizadagrperimentos nao
€ uniforme e variam quanto a natureza e porcentagentipidios.
Devido a fraca comparabilidade dos dados de tediecha literatura, é
necessario estudar a toxicidade das nanoparticlip&licas
primeiramentein vitro, em seguidagex vivo e, finalmente,in vivo
(NASSIMI; SCHLEH; LAUENSTEIN et al. 2010).



48

2.6.3 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas séo sistemas colgtiidos de
natureza polimérica, cujo tamanho oscila entre 10080 nm, que
podem apresentar-se como sistemas matriciais horaog&onstituidos
por uma rede polimérica (nanoesferas), ou comaitasais vesiculares
heterogéneas em que o farmaco encontra-se confmada cavidade
envolvida por uma membrana polimérica (hanocapsulasnaioria das
nanoparticulas poliméricas sdo biodegradaveis etripativeis, e tem
sido adotadas como as nanoparticulas preferidadibreacdo ou
veiculacdo de farmacos. Elas também apresentamoompbtencial de
modificacdo de superficie através de transformagtanicas, oferecem
excelente controle farmacocinético, e sdo adequaatasincorporacao e
liberacdo de uma ampla gama de agentes terapéig@odormuladas a
partir de gelatinas, quitosana, copolimero poliid@c latico-co-
glicélico), acido polilatico, acido poliglicélicgoli (metilmetacrilato) e
poli (butil) cianoacrilato. Além disso, os revestimos a base de
polimero podem ser funcionalizados com outros tgmsanoparticulas
para mudar e melhorar as propriedades de sua toibdisao. Um
exemplo de polimero biologicamente inerte é o PEGpoli
(etilenoglicol), que tem sido amplamente usadodliga superficie de
nanoparticulas (FARAJI e WIPF 2009). O tamanho zi&ftu das
nanoparticulas e nanocapsulas as habilita a as@vebarreiras
bioldgicas, aumentando a toleréncia tissular, ducape o transporte
celular, tornando-as eficientes para a liberacadadmacos em alvos
especificos.

Diante do exposto, procuramos utilizar neste trabah
experiéncia que 0 nosso grupo vem adquirindo coindes de
toxicidade provocados por novas moléculas antitarmmoisoladas ou
reconstituidas em sistemas nanoestruturados, anfilementado um

estudo de toxicidada vitro ein vivo de sistemas nanoestruturados com

potencial utilizacdo nas areas farmacéutica, bitcaéel na fotocatalise
heterogénea.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de nanoparticulas lipidicaslirpéricas e
metalicas in vitro, em duas linhagens celularedijlteblasto de rim de
macaco (Vero) e fibroblasto de rim de cachorro (M) in vivo, em
camundongos;

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Estudosin vitro

Avaliar o efeito citotoxico de nanoparticulas lip#k, polimérica
e metalica, em linhagens celulares Vero e MDCKavéts de dois
ensaios de viabilidade celular;

Avaliar através de curva concentragdo-respostaeeatracao de
nanoparticulas citotoxicas capaz de inibir 50%résamento celular;

Avaliar o estresse oxidativo por meio da deternénagas EROs
nas células tratadas com as nanoparticulas;

Avaliar o potencial de membrana mitocondrial dasilaé apos
incubacdo com as nanoparticulas;

Avaliar a capacidade das nanoparticulas de intenfier ciclo
celular;

3.2.2 Estudosin vivo
Avaliar a toxicidade das nanoparticulas lipidigasliméricas e

metalicas in vivo, em camundongos, através de prambioquimicos
e hematoldgicos;
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4. Materiais e Métodos

4.1 Reagentes

O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco @EN), e o
soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Cuitili§Sdo Paulo,
Brasil); a penicilina e a estreptomicina foram addas da Gibco®
(Grand Island, NY, EUA); o dimetil sulféxido (DMSQy o alcool
etilico foram adquiridos da Nuclear; o 4cido etigiaminotetraacético
(EDTA), o cloreto de potassio (KCI), o cloreto déd® (NaCl), o
bicarbonato de sédio (NaHG)® o carbonato de sodio (}CG0s), foram
adquiridos da Reagen (Rio de Janeiro, Brasil); dréido de sddio
(NaOH) foi adquirido da Vetek (Rio de Janeiro, Bja® 5,5,6,6 -
tetraclorol,1",3,3 -tetraetilbenzimidazolocarbomian  (JC-1) foi
adquirido da Invitrogen® (Alemanha); a RNase foiq@dda da
Promega (Wincosin, Madison, EUA); o brometo de diazel
difeniltetrazélio (MTT), o &cido N-[2-Hidroxietillpperazina-N’-[2-
etanosulfénico] (HEPES), a albumina bovina, a aocetale
diclorofluoresceina (DCFH-DA), o triton-X100, o banil cianeto p-
trifluorometoxifenil-hidrazone (FCCP) e o neutraflrforam adquiridos
da Sigma® (St. Louis, MO, EUA), kits de reagentedbtest® (Lagoa
Santa, MG)

4.2 Preparacao e Caracterizacdo das Nanoparticulas

As nanoparticulas lipidicas (F1, F2, F3, F4, F5,eFF8) e
poliméricas (F9) foram sintetizadas pela Dr?. BetfBiehl Zanetti-
Ramos, da Nanovetores — Encapsulados de Alta Tagiaple as
nanoparticulas de Tie o HPW foram preparados pelo professor
Ubirajara Ferreira, do Instituto de Quimica de SZarlos, ambos
colaboradores deste projeto.

4.2.1 Nanoparticulas Lipidicas

As nanopatrticulas de triestearina ou de vaselilidesidranca
(USP) foram preparadas por solubilizacdo de 20@enipidios em



51

uma solucéo de metanol/cloroférmio (1:1). Os sdk®erganicos
foram removidos e os lipidios foram fundidos S®@na do seu ponto
de fusdo. A fase aquosa foi preparada pela dissolde Tween 80 ou
SDS (dodecil sulfato de sodio) (1%) em agua ultragMilliQ -
Millipore ®) (gsp 20 mL) aquecida na mesma tempeeatle fusdo dos
lipidios. A fase aquosa foi adicionada a fase igaie submetida a
irradiagéo ultra sénica (Vibracells) por 2 minuta®0 W de poténcia.
As particulas foram obtidas ap6s o resfriamentfmdaulacéo a
temperatura ambiente. Particulas preparadas cdufiolpvegetais sédo
patenteadas e produzidas pela Nanovetores ® -(Ab6@8-7A2.
Técnica semelhante a descrita acima foi utilizadpreparacdo destas
nanoparticulas, excluindo-se o uso de solventénags.

4.2.2 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas [z
Betina Giehl Zanetti-Ramos, conforme descrito emANETTI-
RAMOS; LEMOS-SENNA; SOLDI et al. 2006). Uma mistucke
monémeros (10 g) contendo o diisocianato e um boétural em uma
razdo molar [NCOJ/[OH]= 1.1 e 3% de Oleo de olivamo agente
hidrofébico foi adicionado & temperatura ambientgob agitacdo em
agua ultra-pura (Milli Q — Millipore ®), juntament®mm o tensoativo
Tween 80, na concentracdo d@% (p/p). As nanoparticulas de
poliuretano foram obtidas com o uso de um homogeder (Ultra-
Turrax T18, IKA, Alemanha) a 18.000 rpm, por 15 mhs dispersbes
foram mantidas sob agitacdo mecéanica (800 rpm) &6for 4 h, para
permitir a formac&o completa do poliuretano.

4.2.3 Nanoparticulas de TiQ

Por se tratar de uma nanoparticula adquirida coaterente da
Sigma Aldrich, dados como composicdo e tamanhondaeparticulas
fazem parte do laudo de andlise do fornecedor. rActerizacdo da
nanoparticula foi realizada também por meio de ddicopia Eletrdnica
de Transmissdo, pelo prof. Dr. Ubirajara Ferrenla, Instituto de
Quimica de S&o Carlos, em cooperacéo com o PrafiéMwelino Pasa
e o Dr. José Javier Acund, da Universidade Feder8lanta Catarina.
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4.2.4 Acido fosfotiingstico

O &cido fosfotungstico (HPW — Sigma Aldrich®) wédo
neste trabalho encontrava-se na forma de p6 brargara utilizagcao do
mesmo nos experimentos foi feita uma diluicdo emaadgestilada (100
mg/mL). A solucdo estoque foi mantida sob refrigéoaaté o momento
da utilizacdo nos ensaios.

4.2,5 Caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas e
poliméricas

O tamanho médio de particulas (e sua distribuiegodtencial
zeta foram determinados por espalhamento de luAndoo e
anemometria laser Doppler, respectivamente, utilicaum Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reidoido),
equipado com angulo de espalhamento de 173 °. Alcdes foram
feitas a 25 °C ap0s diluicdo adequada de amostragyaa destilada. A
distribuicdo de tamanho de particulas é dada peldicd de
polidispersidade (PDI ou PI). Para medir o potdrzgsa, amostras de
nanoparticulas foram colocadas em uma célula dgRecjuando um
potencial de = 150mV foi estabelecido. Os valoregdtenciais foram
calculados a partir dos valores da média de maioiéideletroforética,
através da equacdo de Smoluchowski. Na tabel&@ aptesentados os
dados referentes a preparacdo e caracterizacaonatagparticulas
lipidicas e poliméricas.
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4.3 Estudosin vitro

4.3.1 Cultura Celular

As duas linhagens celulares utilizadas neste trab&ram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCQYyata-se da
linhagem Vero (fibroblasto de macaco) e da linhag;fDCK
(fibroblasto de c&o). As células foram mantidasgamafas plasticas de
cultura, contendo meio DMEM, suplementado com 1@/ saro fetal
bovino, 100 U/ml de penicilina, 100pg/ml de estoeptina, 10 mM
HEPES, pH 7.4, em estufa umidificada 83® com 5% de COAntes
da realizacéo de todos os experimentos, o numeceldias viaveis foi
avaliado pelo método de Azul de Trypan (GRTB 190REK 1995) e
a contagem realizada em camara de Newbauer.

4.3.2 Tratamento Celular

As nanoparticulas utilizadas em cada ensaio foramtidas em
banho de 37°C por 30 minutos antes da utilizac& cé@ulas foram
incubadas com as nanoparticulas em placas de ®&ul26 pocos,
dependendo do procedimento experimental. Foramzadds controles
de células sem tratamento apenas com meio deaultur

4.3.3 Ensaios de Viabilidade Celular

4.3.3.1 MTT

O método do MTT baseia-se na utilizacdo de um t¢eram
Brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenilteazélio ou Thiazolyl
blue (MTT), para determinar a viabilidade celultia@és da atividade
mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazélio solleeh agua, o qual é
convertido em formazam purpura insoluvel apés\agkm do anel de
tetrazdlio por desidrogenases mitocondriais. O &mam plrpura é
determinado em 540 nm sendo proporcional a viaulkd celular
(MOSMANN 1983). As células (1 x Ipforam incubadas por 24 horas,
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em triplicata, com as nanoparticulas em placas @@dgos. Para as
nanoparticulas de TiJoram utilizadas (2 x I células e placas de 12
pocos. Depois de decorrido o tempo de incubacémio de cultura foi
retirado e acrescentado uma nova aliquota de materndo MTT (0,25
pg/mL), seguido de incubacéo por 2 h, a 37°C. Qordei cultura foi
retirado e o precipitado formazan foi dissolvidancdimetilsulféxido e
a absorbancia medida a 540 nm, em um leitor deoplacas (Organon
Teknika, Belgium). A densidade O6ptica obtida no pgrucontrole
(células sem tratamento) foi considerada como etgrite a 100% de
células viaveis e a viabilidade celular nos dentaeédéamentos foi
calculada através de regra de trés simples. Portgofinto maior a
densidade O6ptica obtida no ensaio, maior sera oerairde células
vidveis.

4.3.3.2 Vermelho Neutro

Este método esta baseado na habilidade das cé&lélss em
incorporar e ligar o corante vermelho neutro nososkomas
(REPETTO; DEL PESO e ZURITA 2008). As células (1j1foram
distribuidas em placas de 96 pocos e incubadasasonanoparticulas
durante 24 horas. Para as nanoparticulas de féi@m utilizadas (2 x
10%) células e placas de 12 pocos. Decorrido o tengpimeclibacéo, o
meio foi substituido por 200 uL de meio de cultgmntendo 0,05
mg/ml do vermelho neutro e incubado a 37°C e 5% @gdurante 30
minutos. Posteriormente, a monocamada de céluidaviada 2 vezes
com PBS para remocdo do excesso de corante antestrdgdo do
vermelho neutro incorporado aos lisossomas. A gxtrdoi realizada
em 200 pL de uma solugdo contendo 1% de Acidocac&D% de
etanol e 49% de agua. Apos a extracdo, a quantiiadermelho neutro
foi monitorada espectrofotometricamente em 540 Amdensidade
Optica obtida no grupo controle (células sem trat#o) foi considerada
como equivalente a 100% de células viaveis e dlidatle celular nos
demais tratamentos foi calculada através de regrar&s simples.
Portanto, quanto maior a densidade Optica obtidensaio, maior seré o
numero de células viaveis.
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4.3.4 Determinacdo da Curva de Concentracdo x Resposta

Para determinar a dependéncia de concentracac \afesto, (1
x 10% células foram incubadas por 24 horas, em cormgigs
crescentes, com as nanoparticulas que em uma gEingagem
demonstraram ser citotéxicas. Todas as incubag@esnf feitas em
estufa umidificada, a 37C, com 5% C@ seguido do ensaio do MTT
ou do vermelho neutro. A kg concentracdo que inibe 50% do
crescimento celular, foi calculada através dasazuobtidas.

4.3.5 Avaliagcéo da producéo de espécies reativas de oxig#

Este método, proposto por Sauer e colaboradore83)20
consiste em avaliar a presenca de espécies rentiviaserior da célula,
através da adicdo de acetato de diclorofluoresc@H-DA) a
célula. Esse composto € transformado no citoplasem
diclorofluoreceina reduzida (DCFH) pelas esterag@s,por sua vez, na
presenca de espécies reativas de oxigénio, é axidath
diclorofluoresceina (DCF), emitindo fluorescéndia. células (3 x 19
foram distribuidas em placas de 12 pocgos, tratadam as
nanoparticulas e mantidas por 24 horas a 37°C, i%nde CQ em
estufa umidificada. Adicionou-se entédo as célul@&-B-DA 10uM, e
estas foram mantidas por 30 minutos, a 37°C, conC&)pem estufa
umidificada. Posteriormente, a monocamada de &Eléda lavada
delicadamente com solucdo de PBS a 37°C, tripsiaigzatransferidas
para tubos de ensaio tipo eppendorf e lavadasr@evezes com PBS
para remocédo do corante nao incorporado as célufisorescéncia foi
medida em espectrofluorimetro (Perkin Elmer LS35Qjuantidade de
proteina da amostra também foi analisada atravéspksetrofluorimetro
(Perkin Elmer LS55) para normalizacdo dos resustads resultados
foram obtidos como unidades de fluorescéncia enfogapressos em
porcentagem de EROs em relacdo ao controle deas&am tratamento
considerado como 0%.
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4.3.6 Extracéo e quantificacdo de DNA

O isolamento e quantificacio de DNA foram realizado
sgguindo 0 método descrito na literatura (HAN 192&) células, (1 x
10°), foram distribuidas em placas de 6 poc¢os e incubadas as
nanoparticulas por 24 horas, a 37°C, com 5% de €@ estufa
umidificada. As células foram lavadas duas vezesn cBBS,
tripsinizadas e transferidas para tubos tipo epgénidosteriormente, as
células foram lisadas com tampéo contendo 10 mM AC50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 0.25% NP-40, 0.5 mg/mL protein&&e mantidas a
50 °C, por 2 h. O DNA foi precipitado com 2,5 V (125 gk etanol-
NaCl e deixado em repouswvernight a -25 °C. As amostras foram
entdo centrifugadas a 12.000 x g, por 30 minutopel@t foi lavado
duas vezes com etanol gelado 70%, secado a temmgeranhbiente e
posteriormente dissolvido em tampé&o (10 mM Tris-HBI18.0, 0,1 mM
EDTA), contendo 0,6 g/mL de RNase A e incubado &C3por 1 h.

A concentragdo do DNA extraido de cada amostra foi
determinada espectrofotometricamente (SAMBROOK eSBELL
2001). As amostras foram diluidas a 1:100 em P&8j®a absorbancia
medida em 260 nm. A concentragdo de DNA foi cattallgela equacéo:
concentracdo DNA (mg/mL) = (Ab9/ x diluicdo (coeficiente de
extincdo §) = 20). As bases nitrogenadas da dupla fita deA DN
apresentam uma absor¢do maxima no comprimentodiedm260 nm.
Neste comprimento de onda, o coeficiente de exdiigdal a 20 indica
que o DNA, em uma concentra¢do de 1 mg/mL, tem ainsarbancia
(A260 nm) igual a 20. A relacdo entre a concentragd DNA e a
absorbancia (A260 nm) é linear até o valor de & @uantidade de
DNA encontrada no grupo controle (células sem rmatdo) foi
considerada como equivalente a 100% de DNA nadaséliaveis e a
guantidade de DNA nos demais tratamentos foi cadizulatravés de
regra de trés simples.

4.3.7 Determinacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial

Para avaliar o efeito das nanoparticulas sobretenpal de
membrana mitocondrial foi utilizada uma sonda fhssente (JC-1).
Esta substancia catibnica, penetra na membrangiveeda mitocondria
quando o potencial esta estabelecido e apresent@séorma de
agregados que emitem fluorescéncia vermelha. Quaadperda do
potencial de membrana mitocondrial, ocorre a lit@radesta sonda
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para o citoplasma e a mesma passa a forma de mm®me emitem
fluorescéncia verde. Para o ensaio, (5 ¥ t@lulas foram plaqueadas
em placas de 12 pocos e incubadas com as nanafestipor 24 horas.
ApGs o tempo de incubacao, adicionou-se o JC-uglfiL) as células
foram mantidas por 20 minutos a %7 e 5% de C® As células foram
tripsinizadas, transferidas para tubos de engatoegppendorf e lavadas
por trés vezes com PBS. As células foram ressuapama 50QuL de
PBS, sendo utilizados 100 pL para leitura da flsc@acia vermelha e
verde em espectrofluorimetro (Perkin Elmer LS55)s Aluas
fluorescéncias foram excitadas em 488 nm, a fleéresa vermelha foi
detectada em 590 nm e a verde em 527 nm de emiSs@otencial
mitocondrial foi calculado como uma taxa (vermelbede) para cada
nanoparticula e para as células sem tratamentoj expresso em
porcentagem, sendo as células sem tratamento ecedés como
100%. Como controle positivo foi utilizado o FCGPafbonyl Cyanide
4 (trifluoromethoxy) phenyl-hydrazone), um conhectesacoplador do
potencial de membrana mitocondrial.

4.3.8 Analise do Ciclo Celular

Para analisar o ciclo celular ap6s tratamento  casn
nanoparticulas, foi utilizada a técnica de citoraade fluxo, seguindo o
método descrito por (YANG; WU; ZHANG et al. 200A8s células
(4x10°) foram incubadas com as nanoparticulas por 24ntplacas de
12 pogos. Apds o tempo de incubacdo, o meio derauttontendo os
tratamentos foi retirado, e as células foram sottam tripsina e
transferidas para tubos de ensaio tipo eppendpifs Aentrifugacéo por
10 minutos a 25 °C e 1800 rpm, o decantado deastfoi lavado com
PBS e centrifugado novamente. Apds desprezar @isathante, foram
adicionados 200 pL de etanol 70% e incubado poniBdtos a — 4 °C.
ApGs o tempo de incubacéo, foi adicionado 1 mL B8 P BSA 2% e
centrifugado por 10 minutos a 25°C e 1800 rpm. Rédoo o
sobrenadante, adicionou-se 0,5 mL de RNAse 100 lug/mM,1% de
triton-X em PBS, homogeneizado e passado parabos especiais para
realizar a citometria. Os tubos foram mantidos &t gté 0 momento
da leitura. No momento da analise, adicionou-sg@nl de iodeto de
propideo. A andlise do DNA foi realizada atravésude citdbmetro de
fluxo FACS CANTO Il (BD Biosciences). A populacde délulas em
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cada fase do ciclo celular foi determinada usangmgrama adequado
(WinMDI 2.9).

4.4 Estudosin vivo

Estes estudos foram realizados em colaboracdo com a
pesquisadora Claudriana Locatelli daiversidade Alto Vale do Rio
do Peixe — UNIARP- Cacador/S© tratamento dos animais, assim
como as coletas das amostras, 0 hemograma e adafisearametros
bioquimicos séricos foram realizados na UNIARP. namoparticulas
escolhidas para as avaliacéesivo foram F3, F5, F9 e TiODF3 e F5
sdo nanoparticulas lipidicas, sendo que a F5 pamcmais citotoxica
nos ensaiof vitro, e a F3 parece ndo apresentar citotoxicidadeseste
ensaios. As nanoparticulas F9 e de,Tfi@dam escolhidas por serem dos
tipos polimérica e metélica, respectivamente.

4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos com idade die d
meses, fornecidos pelo biotério da Universidadite Vale do Rio do
Peixe — UNIARP — Cacador/SOs animais foram alojados em gaiolas
de plastico (15x36x30 cm) forradas com serragetstiuida a cada
trés dias para manutencdo e higiene das gaiolasnfduo periodo de
permanéncia no biotério e durante os experimengoanamais foram
mantidos em gaiolas individuais com livre acessm@a e comida em
ambiente com temperatura de 23+1°C e ciclo clatafesde 12 horas.
Os experimentos seguiram 0S preceitos éticos pegparientacdo
animal e o protocolo experimental foi submetidoapawaliacdo do
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UniversidsitteVale do Rio
do Peixe - UNIARP, o qual foi aprovado sob parecenero 137/08.
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4.4.2 Avaliacdo da toxicidadein vivo das nanoparticula:

Para avaliagcdo da toxicidade dasanoparticule, o0s
camundongos foram divididos em cinco grupossdie animais, com
excecdo do grupo controle que continha 12 anim@s. animais
receberam os tratamentamo mostrado na fira 7, por via
intraperitonial (Fig 8 ) durante 10 dias, uma vedlm Grupo I: solugé
salina, Grupo Il: nanoparticula F3, Grupo hhnoparticula F; Grupo
IV: nanoparticula F9; Grupo V: nanoparticula de jiO

Os parametros de toxicidade utilizadossistiram na avaliagé
da variacdo de peso corporal, exame anatomopatolé@gite epost-
mortem hemograma e testes bioquimicos de funcfes hapatienal
além da avaliagdo do perfil lipidémico dos animaitados. Par
examinar mudancas morfologicas, cérebro, pulméao, coracgdo, ril
figado, baco e estdbmago foram removidos e pes#@dewaliacdo dc
peso corporal foi realizada individualmente noimie ao término d
tratamento.

Ao longo do tratamento foram investigados sinaiécativos de
toxicidade &témica tais como alteracdes no consumo de &c
alimento, e na producéo de fezes e urina.

£\ £\
' ¢ l ! }
Grupo III - F5 Grupo IV - F9 Grupo V - TiO,

2 mg/kg/dia 2 mg/kg/dia 2 mg/kg/dia
n=6 n=6 n=6

Grupo I - Controle Grupo 11 - F3

Solugo salina 2 mg/kg/dia
n=12 n=6

Variagdo de peso Parametros Parametros Lixame
Animal e drgdos Hematologicos Bioquimicos Anatomopatoldgico

Figura 7 Delineamento do estudo de toxicidadévo.
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Figura 8 Administracao das nanopatrticulas via peridoneal

A retirada do sangue foi realizada nos animaistasieslos em
atmosfera saturada de éter etilico a partir doocaretdial do olho (plexo
orbital) utilizando tubos capilares, para a deteagdo de
microhematdcrito (Perfediy. O sangue coletado foi processado para a
realizacdo de hemograma e das analises bioquinfioesm realizadas
dosagem de hemoglobina, determinacdo de hematécatdagem de
hemacias e leucdcitos, determinacdo do volume sogtar médio
(VCM), hemoglobina celular média (HCM) e concendi@¢da
hemoglobina celular média (CHCM). A contagem difieial
leucocitéria foi realizada por meio de esfregacngesteo e foram
determinados valores relativos de polimorfos e maokeares. A
contagem de hemécias e leucécitos foi realizada cémara de
Neubauer, utilizando-se como diluidor o liquido Dacie e de Turk,
respectivamente. Na determinacdo dos parametraguibiecos das
enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT}paréato
aminotransferase (AST), bilirrubina e gama-glutanaihsferaseyGT) e
na determinagdo de proteinas totais, uréia e oneatforam utilizados
kits comerciais da Labtest® (Lagoa Santa/MG), derd com a
metodologia descrita pelo fabricante (técnica saotomatizada em
analisador bioquimico Thermo Plate Analyzer®).
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4.5 Avaliagdo estatistica

Os resultados foram expressos como a média + ad@p da
média (EPM); cada experimento foi repetido pelo osdnés vezes e em
triplicata. Para a andlise estatistica, foram zatilos os programas
GraphPad Prism 5 e Origin 6.1. Para a avaliac&atiststain vitro,
foram utilizadas as andlises de variancia de ua@ANOVA), seguido
do pés teste de Dunnett. Para os ensmiogvo, foram utilizados a
andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguidopds teste de
Bonferroni.

5. Resultados e discussao

5.1 Nanoparticulas lipidicas e poliméricas

Foram estudadas oito nanoparticulas lipidicas, difenencas
quanto a natureza do lipidio e tensoativos utittgada preparacao, além
de uma nanoparticula polimérica. As nanopartictdaam nomeadas
F1, F2, F3, F4, F5, F7 e F8 para as nanopartitipidicas e F9 para a
nanoparticula polimérica.

5.1.1 Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto @razat do
lipidio ou polimero utilizado na preparacdo da mmamticula, tipo de
tensoativo, tamanho das particulas, indice de ippkdsdo e potencial
zeta, e a caracterizacao esta descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 Caracterizacéo das nanoparticulas ligidigmliméricas

Nanoparticula Lipidio/ Tensoativo  Diametro PDI Potencial
Nome médio Zeta
Polimero (nm) (mV)
F1 Vaselina sélida Tween 80 128 £+4,1 0,32+0,02 -18
branca (USP)
F2 Butyrisoermum Tween 80 144 +£3.2 0,21+0,05 -23
parkii
F3 Virola Tween 80 135+2,5 0,17+0,08 -30
surinamensis
F4 Tristearin Tween 80 110+4,5 0,22+0,06 -26
F5 Tristearin SDS 116 +3,5 0,21+0,05 -39
F7 Theobroma Tween 80 167 £5,2 0,18+0,03 -41
cacao
F8 Platonia Tween 80 173+24 0,19+0,02 -20
esculenta
F9 Poliuretano Tween 80 249 +57 0,3+0,04 -42

5.1.2 Avaliagédo da toxicidadein vitro

5.1.2.1 Ensaios de citotoxicidade das nanoparticulas

Para determinar se a toxicidade celular ocorre,anpnmeira fase,
foram utilizados dois ensaios de viabilidade etoiidadein vitro,
utilizando linhagens de células Vero e MDCK. C&Waro vem sendo
utilizadas com alguma freqiiéncia, com as vantagenfcil acesso e
crescimento rapido (BOUAZIZ; ABID-ESSEFI; BOUSLIMét al.
2006; VAUCHER; TEIXEIRA e BRANDELLI 2010), e tem ds
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sugerido como um modelo adequado para estudo detmetidade
(DIAS; ANDRADE; ALVERCA et al. 2009), bem como aliagem de
células MDCK (REZZANI; ANGOSCINI; BORSANI et al. 2@).

Estes modelos podem ser usados para estudaraicitdadein vitro e

predizer o potencial de toxicidagtevivo nos rins

Mais de um tipo de ensaio deve ser usado parantater a
viabilidade celulaiin vitro, uma vez que aumenta a confiabilidade dos
resultados. Os sais de tetrazélium, que incluemTd M anélogos, sédo
meios de medir a atividade das células vivas meslianavaliacdo da
atividade de desidrogenases mitocondriais que de@em o anel de
tetrazélio, formando um produto que pode ser mosdko
colorimetricamente, fornecendo assim, informacdEzes a atividade
metabdlica da célula (MOSMANN 1983). J& o ensaiwidbilidade do
vermelho neutro é baseado na habilidade das cékifasis de
incorporar e vincular corante vermelho neutro negsskomas, e dessa
forma, prever a citotoxicidade através da atividalilssomal
(REPETTO; DEL PESO e ZURITA 2008).

Por meio do ensaio do MTT, as nanoparticulas F1,FB2e F5
demonstraram ser citotdxicas para linhagem Veenanoparticula F5
apenas para a linhagem MDCK, o que sugere que estaparticulas
interferem no metabolismo mitocondrial das céluéasjue a linhagem
de células Vero é mais sensivel aos efeitos dagpadiculas do que a
linhagem MDCK (Fig. 9). Por outro lado, a absorgdm corante
vermelho neutro ocorre através de um processo ggeer energia,
sendo sensiveis as substancias que interferem coamérana celular e
a atividade lisossomal, bem como o processo decénde dependente
de energia (REPETTO; DEL PESO e ZURITA 2008). As
nanoparticulas F4 e F5 apresentaram citotoxiciqa@ ambas as
linhagens através do ensaio do vermelho neutroénpdF5 parece
diminuir mais expressivamente a viabilidade celul@ig. 10).
Comparando os dois métodos de viabilidade celakmanoparticulas
consideradas citotoxicas parecem promover mudangastividade
mitocondrial e interferéncia na atividade lisossbmda também
evidéncias de que a liberagdo do contetdo lisodspara o citosol
pode iniciar a cascata de apoptose, levando tanddiberacao de
fatores pré-apoptéticos pelas mitocondrias (ZHAONTAINES;
EATON et al. 2003).



64

>
@

150

=
a
=]

100

* III

— T T T T T T T T T T T T T T T T
Co F1 F2 F3 F4 F5 F7 F8 F9 Co F1 F2 F3 F4 F5 F7 F8 F9
Nanoparticulas Nanoparticulas

=
(=}
=]

3]
=]
o
=]

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

Figura 9 - Citotoxicidade de nanoparticulas emdgém celular Vero
(A) e MDCK (B). As células foram incubadas com 50§/mL de
nanoparticulas, por 24 h, e a viabilidade celuarafaliada através do
ensaio do MTT. Os valores de *p<0,05, **p<0,01 &p<0,001 foram
considerados estatisticamente significativos quattoparados com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett

Para as nanoparticulas que apresentaram algum dgau
citotoxicidade, curvas concentragdo-resposta forafidas. As
concentragfes de nanoparticulas utilizadas paexrndetacdo da I
para citotoxicidadeariou de 0 a 1000 pg/mL, e os resultados estdo
apresentados na Tabela 3. As nanoparticulas F1 @éefbnstraram
citotoxicidade para linhagem celular Vero, com ahtor de 1G,. Como
também pode ser visto na tabela 3, a nanoparti&ipresentou maior
citotoxicidade para as células Vero, comyglCelativamente menor.
Estes valores de kgforam usados como parametros para 0S ensaios
realizados na sequéncia.
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Figura 10 - Citotoxicidade de nanoparticulas emdgem celular Vero
(A) e MDCK (B). As células foram incubadas com 506/mL de
nanoparticulas, por 24 h, e a viabilidade celuarafaliada através do
ensaio do vermelho neutro. Os valores de *p<0,05mE<0,001 foram
considerados estatisticamente significativos quaroparados com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett

Tabela 3 - Valores de g para 0os ensaios de viabilidade MTT e
vermelho neutro, em 24 h, para as linhagens cekiMero e MDCK.

NPs (I\I/I(;I'S'(I)') (II\(I:EQO)
Vero MDCK Vero MDCK
F1 489 +4,9 nd nd nd
Fa 682 +6,7 nd 694 +9,3 nd
F5 247 +£7,2 603 +2,7 643+2,4 586 + 15,0

* NPs - nanopatrticulas
* nd - ndo demonstrado

Para entender os mecanismos da toxicidade de réicofzs
nas células, investigamos se 0 estresse oxidasitavi& envolvido na
morte induzida devido a presenca de estruturasnmétnicas no meio de
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cultivo. A producdo de EROs intracelular foi avdiigpelo método da
acetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA). Exceto i linhagem
celular MDCK, todas as nanoparticulas induziransiwesse oxidativo
(Fig. 11), o que poderia explicar a citotoxicidade algumas
nanoparticulas para as células. Como um dos meuwasitdxicos das
nanoparticulas, a geracdo de EROs parece ser rrgasamente
estudada (PARK; YI; CHUNG et al. 2008; WANG; GAOAN et al.
2009; AHAMED 2011; SHUKLA; SHARMA; PANDEY et al. 20).
Ha alguns relatos de que a geracdo de EROs fonada nas células
tratadas com diferentes tipos e concentracdes migpatticulas, como
TiO, (10 pg/mL) (PARK; YI; CHUNG et al. 2008; SHUKLA;
SHARMA; PANDEY et al. 2011), nanotubos de carboB6 {1g/mL)
(FOUCAUD; GOULAOUIC; BENNASROUNE et al. 2010), Zn(®
ng/cnf) (DE BERARDIS; CIVITELLI; CONDELLO et al. 2010),i6;
(25 pg/mL) (WANG; GAO; LAN et al. 2009), entre cast O estresse
oxidativo tem sido proposto como um mecanismo conuamlesédo
celular induzido por vérios tipos de nanopartic@RsRK; YI; CHUNG
et al. 2008). No entanto, é importante ressaltareyiste um complexo
sistema de antioxidantes enzimaticos e ndo enziosigiara proteger o
organismo contra agentes pré-oxidantes (REUTER; TP
CHATURVEDI et al. 2010), e 0 aumento da produca&B®s, apenas
sem um proporcional aumento na producdo de andintéd, pode
induzir a permeabilidade da membrana mitocondridheos a cadeia
respiratéria, o que pode desencadear o procesapaptose (VALKO;
RHODES; MONCOL et al. 2006). Entdo, apesar de algim
nanoparticulas lipidicas e poliméricas estudadas agmentarem a
geracao de EROs, esse aumento ndo culminou neaessate na morte
celular.

Da mesma forma, as mitocondrias tém um papel drocia
controle do processo de morte celular, além dengjesiehar uma fungéo
importante na manutencdo do status bioenergétitdacg SZABO;
BALOG; MARK et al. 2011). O comprometimento da féng
mitocondrial pelas nanoparticulas pode ter consemjag€ drasticas,
perturbando o equilibrio e funcdes da célula (TEGDO SIMOES;
DUARTE et al. 2011). Considerando nossos ensa@magste para as
nanoparticulas F4 e F5 a geracdo de EROs parecelvenva
mitocdndria no processo de morte celular, uma wez encontramos
uma diminuicdo no potencial de membrana mitocohdrias
tratamentos com estas nanoparticulas, nas linhaderss e MDCK,
respectivamente (Fig. 12).
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Figura 11 - Efeito das nanoparticulas na geracasgécies reativas de
oxigénio (EROs) em linhagem celular Vero (A) e MDGR). A
geracdo de EROs foi determinada através da sondBHID®A,
conforme descrito nos métodos. As células forammbiadas com 500
pg/mL das nanoparticulas, por 24 h, com exce¢db5daa linhagem
celular Vero, em que foi usada a menogléncontrada nos ensaios de
viabilidade celular (247 pg / mL). Os resultadasi@®xpressos como o
percentual de fluorescéncia em comparacdo com hsaxésem
tratamento. Os valores de *p<0,05, **p>0,01 e *§OO01 foram
considerados estatisticamente significativos quaroparados com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett

As diferencas observadas na avaliacdo da citotade
induzida pelas nanoparticulas entre as linhagehdapes VERO e
MDCK se deve, provavelmente, as diferengas nastegifsticas de cada
linhagem celular frente a um estresse oxidativo,gx@mplo. Por esta
razdo, utilizamos duas linhagens celulares paabisan a viabilidade e
monitorar pelo menos duas diferentes fun¢des cekila
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Figura 12 - Efeito das nanoparticulas no potencial de menabran
mitocondrial em linhagem celular Vero (A) e MDCK)(BD potencial
de membrana mitocondrial foi determinado atravéssdada JC-1,
conforme descrito nos métodos. As células forammbbadas com 500
pg/mL das nanoparticulas, por 24 h, com excecab5daa linhagem
celular Vero, em que foi usada a menogléncontrada nos ensaios de
viabilidade celular (247 pg / mL). Os resultados s#ipressos como 0
percentual de fluorescéncia em comparagcdo com hdasésem
tratamento. O valor de *p<0,05 foi considerado tedgieamente
significativo quando comparado com o controle, dea®NOVA,
seguido do teste de Dunnett.

Através da citometria de fluxo é possivel percetee as
células Vero ndo apresentaram alteracdes sigmifisaho ciclo celular
apos o tratamento com as nanopatrticulas (Fig AM@Jiando-se o ciclo
celular da linhagem MDCK (Fig. 14), foi possivel niomar a
citotoxicidade encontrada com o0s ensaios de wimné MTT e
vermelho neutro, além de predizer o tipo de moetalar gerada pelas
nanoparticulas. O cultivo das células com a nantigpéa F5 diminuiu a
populacéo de células MDCK na fase GO/G1 e G2/Mmpamhado por
um aumento acentuado da populacdo de células &G, apos 24
h de tratamento. O conteldo de DNA na fase Subkstefere a
propor¢do de células em apoptose (ORMEROD 2002; GAN/U;
ZHANG et al. 2007).
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Figura 13 - Efeito das nanoparticulas sobre ailiist@o das células
Vero no ciclo celular. (A) Histogramas mostram ésllas em cada fase
do ciclo celular apds o tratamento com as nanapdatd. (B) As células
foram tratadas com 500 pg/mL das nanoparticulas,2doh, com
excecdo da F5 na linhagem de células Vero, emajueséda a menor
ICso encontrada nos ensaios de viabilidade celular (2d/mL), e
analisados por citometria de fluxo. GO/G1, G2/M mdcam a fase da
célula, e sub/G1 refere-se a proporcao de célplagtaticas. Cada fase
foi calculada usando o programa WinMDI 2.9. A as®lestatistica foi
realizada separadamente, comparando-se o congr@iada fase com os
respectivos tratamentos.
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Figura 14- Efeito das nanoparticulas sobre a Hisgéo das células
MDCK no ciclo celular. (A) Histogramas mostram adutas em cada
fase do ciclo celular apés o tratamento com as patioulas. (B) As
células foram tratadas com 500 pg/mL das nanop&sicpor 24 h,
com excecao da F5 na linhagem de células Vero, wnfa usada a
menor IGg encontrada nos ensaios de viabilidade celular (@gmL) e
analisados por citometria de fluxo. GO/G1, G2/M mdcam a fase da
célula, e sub/G1 refere-se a proporcdo de célplagtéticas. Cada fase
foi calculada usando o programa WinMDI 2.9. O valer*p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo quandmparado com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunngttanalise
estatistica foi feita separadamente, comparandintrate de cada fase
com 0s respectivos tratamentos.
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Em conclusdo, as nanoparticulas lipidicas e poio@asr
estudadas mostraram-se biocompativeis, uma veapgr®as algumas
delas mostraram toxicidade relativamente baixa. Atésmo a
formulacéo F5 que se mostrou mais citotdxica quartaoparada com
as demais, esta parece induzir a morte celularamroentracées muito
elevadas, se compararmos com a citotoxicidade idauzpor
nanoparticulas metalicas como %j@Que com 10 pg ja demonstrou ser
citotoxico para as mitocondrias (FREYRE-FONSECA; LGRADO-
BUENROSTRO; GUTIERREZ-CIRLOS et al. 2011). Além stis
mesmo para a formulagdo F4 que também apreserttoxatidade,
embora menor do que a F5, asd@ara a viabilidade celular MTT é
muito alta, ~ 700 pg/ mL para ambas as linhagelutaces testadas. A
razdo da maior citotoxicidade da formulacdo F5 qmareser,
provavelmente, pela presengca de SDS como tensoatesta
formulac@o. Recentemente, Caon e colaboradore®)28thtaram que
as nanoparticulas produzidas com SDS s&do maigxitas quando
comparadas com nanoparticulas produzidas com otipp de
tensoativo (CAON; ZANETTI-RAMOS; LEMOS-SENNA et &010).
O SDS mostrou ser potencialmente irritante em gdeste
compatibilidade realizados em cultura de célulasparticular devido a
sua capacidade de solubilizacdo de lipidios de mamh(SPIEKSTRA,;
DOS SANTOS; SCHEPER et al. 2009). No entanto, devebservar
que os efeitos citotoxicos de sistemas nanoesadmsr diferem
dependendo da linhagem celular utilizada, devido di#erencas
metabdlicas, como por exemplo, a presenca de eszBaaicamente, as
nanoparticulas testadas aqui sdo biocompativeissadas em baixas
concentragbes. No entanto, estudos adicionais s@essarios para
elucidar o mecanismo de acdo destas estruturaseoescala, a fim de
determinar as implicagfes do uso crescente e dzaeia

5.1.3 Avaliacéo da toxicidadein vivo

Com base nos resultados da avaliacdo da toxicidhkase
nanoparticulas lipidicas e poliméricasvitro, foram selecionadas trés
nanoparticulas entre estas para a avaliacdo daidacein vivo. As
nanoparticulas F3 e F9 foram selecionadas por seeetipo lipidica e
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polimérica, respectivamente, e ambas nao citotéxicavitro, e a
nanoparticula F5, por ter-se mostrado citotoxicdaseensaios.

A dose da nanoparticula administrada aos animais fo
determinada em fun¢&o do volume maximo possiveledeplicado no
animal por via IP (0,3 mL). Assim, considerandoesg do animal em
torno de 30 g foi determinada a dose de 2 mg/kg@aparametros de
toxicidade avaliados incluiram variagdo de pesopamai, exame
anatomopatolégico ante e pos-morten, hemogramstestbioquimicos
de funcbes hepdtica, renal e parametros lipidémicos

Todos os animais toleraram as injecOes intrapedisn de
nanoparticulas. Ao longo dos 10 dias de tratameobon as
nanoparticulas ndo foram identificadas alterac@esomsumo de agua,
alimento, na producéo de fezes e urina. Os anigdessnvolveram-se
normalmente e nenhum animal morreu durante os iex@etos.

Os animais foram pesados no inicio e ao final dasrnentos
com as nanopatrticulas, e foi possivel verificaraummento significativo
na variacao de peso dos animais tratados com aparditulas, quando
comparados com o controle (Tab.4).

Tabela 4 - Variagdo do peso corpéreo apls tratamentn as
nanoparticulas

Parametros Controle F3 F5 F9

Variagéo peso 3,5+£0,5 5,33t 0,91* 5,66+ 0,98* 5,50+ 0,95*
(9)

Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticamemngaifcativo quando
comparado com o controle, usando ANOVA, seguidotekie de
Bonferroni.

A retirada do sangue foi realizada nos animaistesieslos em
atmosfera saturada de éter etilico, a partir ddocamedial do olho
(plexo orbital) utilizando tubos capilares (Fig 1Blgo foi identificada
nenhuma alteracdo macroscopica dos 6rgaos ou rdadavabdominal
dos camundongos tratados com as nanoparticuldgéipie poliméricas
(Fig. 16).
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Figura 15 — Retirada do sangue através do plextabrb

Figura 16 — Avaliagdo macroscopica dos 6rgaos idade abdominal
pds-morten

O peso dos 6rgdos dos animais tratados tambénvdbado,
conforme descrito na Tabela 5. Houve uma diminugj§aoificativa no
peso do estbmago, coracdo e rins dos animais dsat@dm a
nanoparticula F3, além de uma diminuicdo do pedeado, estbmago e
figado dos animais tratados com as nanoparticBlaB& mesma forma,
alteracBes no peso dos 6rgaos dos animais tratados nanoparticula
F9 também foram identificadas, com aumento sigatifioc do peso do
baco, e diminuicdo do peso do estdmago e rins,dguanmparados
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com os animais controle. A diferenca no peso doénemjo pode ser
devido a um maior acumulo de restos de alimentestémago do
animal, ja que é feita a retirada desse materédy menos em grande
parte, antes da pesagem do 6rgao.

Tabela 5 - Peso dos 6rgaos

Orgéos Controle F3 F5 F9

Baco 0,182+ 0,012 0,194 0,020 0,15% 0,015* 0,271+ 0,009*
Cérebro 0.374+ 0,021 0,35% 0,015 0,354 0,025 0,34% 0,007
Estdmago 0,373+ 0,008 0,30% 0,012* 0,30 0,017* 0,304+ 0,025*
Pulméo 0,254+ 0,019 0,24& 0,013 0,24% 0,016 0,244 0,006
Figado 2,052+ 0,139 1,974 0,114 1,846 0,087 2,037 0,069
Coracao 0,207+ 0,023 0,15% 0,007* 0,192+ 0,016 0,174 0,017
Rins 0,252+ 0,021 0,20& 0,014~ 0,229 0,015 0,21%* 0,013*

Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticamennga@ificativo quando
comparado com o controle, usando ANOVA, seguidotekie de

Bonferroni.

Para avaliar a toxicidade produzida pelas nanapded, os

parametros hematolégicos dos animais

foram detaduosg e

comparados com 0s respectivos valores obtidos cgmmo controle.
Os resultados dos parédmetros hematologicos dosEnastdo descritos

na Tabela 6.

E possivel verificar que houve um aumento sigrtifioano
numero de hemacias e uma diminuicdo no VCM das ties)dalém de
um aumento de mais de 10% no nimero de neutrditss animais
tratados com a nanoparticula F3, quando comparadoas animais
controle. O aumento no numero de neutréfilos tamfod identificado
apoés o tratamento com as nanoparticulas F5 e BBn awmo uma
diferenca significativa no VCM das hemécias e nacgutagem de

basoéfilos dos animais tratados com a F9.
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Tabela 6 - Pardmetros hematol6gicos dos animatsotes e tratados.

Parametros Controle F3 F5 F9
Hemacias 5.937.000 7.615.000 5.582.000 5.695.000
(/mn) 457 113* 366 366
Leucécito 7.691+ 689 5.450t 334 5.108t 500 4.066t 780
(/mn)

VCM (fL) 71+ 3 63+ 2* 73+ 2 66+ 3*
HCM (pg) 23+3 21+ 4 25+ 3 21+ 3
CHCM (%) 31+2 33t 4 34+ 3 31+3
Hemoglobina 14+ 2 16+ 3 14+ 3 12+ 2
(g/dL)

Hematdcrito 43+ 2 48+ 6 41+ 7 38+ 4
(%)

Neutréfilo (%) 14,51+ 2,13 26,15 1,80*  20,83:2,88*  215+4,33*
Mononuclear 85,66+ 3,07 73,66t 2,89 78+ 4,16 725
(%)

Eosindfilo (%) 1+1 1+1 1+1 1+1
Basofilo (%) 25+1 0+0 0+0 7+ 3*

Abreviaturas: VCM (volume corpuscular médio), HCKkihoglobina
corpuscular média) e CHCM (concentracdo da hemaoglob
corpuscular). Valor de *p<0,05 foi considerado tsiisamente
significativo quando comparado com o controle, dea®\NOVA,
seguido do teste de Bonferroni.

Os resultados dos parametros bioquimicos dos amipsi&io
descritos na tabela 7. Os animais tratados comnapasticula F9
tiveram um aumento significativo nos valores de AARAST, além de
uma diminuicdo no colesterol total. Alteracdes nbsis das enzimas
ALT e AST sdo considerados indicativos de dano thepdWANG;
ZHOU; CHEN et al. 2007; PATRA; ABDEL MONEIM; WANGte
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al. 2009).0s animais tratados com a nanoparticula F3 apersgmium
aumento significativo na concentracdo sérica déaud uréia é um
metabdlito associado a funcionalidade dos ringne@umento dos niveis
séricos deste metabdlito pode indicar toxicidadealrdLASAGNA-
REEVES; GONZALEZ-ROMERO; BARRIA et al. 2010).

Tabela 7 - Parametros bioquimicos dos animais @este tratados.

Parametros Controle F3 F5 F9
ALT (UI/L) 111+ 9 87+ 6,10 93+ 15 170+ 25*
AST (UI/L) 101+ 10 97+ 5,6 70+ 9 123+ 7,19*
Albumina 2,30+ 0,05 2,24+ 0,068 2,38t 0,091 2,3% 0,027
(g/di)

Proteinas totais 5,07+ 0,19 4,93+ 0,3 5,4+ 0,14 4,83 0,401
(g/dL)

Uréia (mg/dL) 62+5 72+ 3,77 62+ 2,67 53t 2,48
Creatinina 0,48+ 0,08 0,44+ 0,06 0,39+ 0,008 0,47 0,02
(mg/dL)

Triglicerideos 97+ 19 83,21+ 5,74 72,81 6,3 82+ 15
(mg/dl)

Colesterol 91+ 12 98+ 2,54 104+ 5,35 74,5 7,55*

Total (mg/dl)

Abreviaturas: ALT (alanina aminotransferase) e A%dspartato
aminotransferase). Valor de *p<0,05 foi consideradtatisticamente
significativo quando comparado com o controle, desaNOVA,
seguido do teste de Bonferroni.

Assim, é possivel perceber que ao contrario dagtae®sin
vitro, a nanoparticula F5 ndo demonstrou toxicidade paranimais,
pelo menos no que diz respeito aos parametros bEmiabs e
bioquimicos. J& as nanoparticulas F3 e F9 demoastréoxicidade
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renal e hepatica, respectivamente, através de pa@mbioquimicos
que sdo usados para identificar tais alteracoes.

5.2 Nanoparticulas de TiQ e acido fosfotingstico (HPW)

5.2.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de Ti@®

Foi utilizada uma suspenséo de nanoparticulas@gIl % em
agua deionizada (pH 7,9) para todos os ensaiosoxleidade. As
nanoparticulas estavam na forma de uma suspens@éiendo uma
mistura de anatase e rutila, com particulas deatr@hmédio de 50 nm,
com base no laudo de analise do fornecedor (Sigithaeh). Anatase e
rutilo séo duas das trés formas minerais do,.TAOfigura 17 mostra a

imagem de duas nanoparticulas isoladas, sendo gueEca apresenta
didmetro de aproximadamente 50 nm.

Figura 17 — Micrografia eletrénica de transmissdmanoparticula de
TiO,. Fonte: (GONCALVES 2011).
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5.2.2 Avalia¢do da toxicidadein vitro.

5.2.2.1 Ensaios de citotoxicidade das nanoparticulas

Com o aumento da aplicacdo das nanoparticulas @gnéio
somente como semi condutor na fotocatdlise heteezgénas também
na producdo de inUmeros produtos disponiveis coafmente, varios
estudosin vitro e in vivo avaliando o0s potenciais riscos destas
nanoparticulas para os humanos tem recebido ntaiogd nos ultimos
anos (PARK; YI; CHUNG et al. 2008; DROBNE; JEMECP&AN
TKALEC 2009; ZHU; WANG; CHAO et al. 2009; GONCALVES
CHIASSON e GIRARD 2010; HUSSAIN; THOMASSEN;
FERECATU et al. 2010)A exposi¢do as nanoparticulas de Jj@de
levar a distdrbios nos mecanismos homeostaticos célala, e
dependendo da concentracédo e do tempo de expoga@®resultar em
um dano irreversivel e morte celular (HUSSAIN; THASSEN;
FERECATU et al. 2010). Com isso, 0S ensaios vitro s&o
frequentemente utilizados no rastreamento de passiefeitos
biolégicos antes dos ensaiibsvivo, levando a uma reducao do uso de
animais de pesquisa (MONTEIRO-RIVIERE; INMAN e ZHAN
2009). Neste trabalho, os ensaios de citotoxicided#zados para as
nanoparticulas de TgQxambém foram feitos com o HPW, a fim de
avaliar a citotoxicidade destas substancias separaate, para s6 entao
iniciar os experimentos com as nanoparticulas @& ¢om o HPW
adsorvido

Para ambas as substancias, foram realizados dsésosnde
viabilidade celular, o MTT e vermelho neutro, naghdgens celulares
Vero e MDCK. Nos primeiros ensaios com o 7,i@i possivel perceber
que este se depositava no fundo da placa de ersajoge poderia
impedir o crescimento das células ja que estaslishagens que
crescem apenas aderidas. Dessa forma, para todosaiss realizados
com estas nanoparticulas, foram utilizadas plaeasia minimo 12
pocos. O HPW é um superécido, e por conta dissweefificado o pH
do meio de cultura apds incuba-lo com as célulfisy ae impedir que
uma alteracdo do pH do meio pudesse interferir rescanento das
células. Possivelmente o tampé&o utilizado no meioultura, ou mesmo
0 pequeno volume da solucé@o estoque do HPW utilizaxd ensaios
impediram que houvesse uma alteracdo do pH do meio.
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As nanoparticulas de Tihdo parecem ser citotdxicas para as

linhagens celulares testadas, em nenhum dos emaiabilidade. Os
resultados destes ensaios sugerem um aumento hibdade celular,
em ambas as linhagens e para ambos os ensaiod§Rg19). Outros
ensaios foram realizados na sequéncia a fim deire@nf estes
resultados, visto que muitos trabalhos ja demarastra citotoxicidade
de nanoparticulas de TiGn vitro (GONCALVES; CHIASSON e
GIRARD 2010; SHI; WANG; HE et al. 2010; FREYRE-FORGA,
DELGADO-BUENROSTRO; GUTIERREZ-CIRLOS et al. 2011)
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Figura 18 - Citotoxicidade de nanoparticulas de ,Té&n linhagem
celular Vero (A) e MDCK (B), pelo método do MTT. Aglulas foram
incubadas com concentracdes crescentes de 0 a §OOL pde
nanoparticulas, por 24 h. Os valores de *p<0,05p<®01 e
***n<0,001 foram considerados estatisticamente ificativos quando
comparados com o controle, usando ANOVA, seguidotatte de
Dunnett.

O HPW mostrou-se citotéxico em ambos o0s ensaios
viabilidade, a partir da concentracdo de 500 pgfata o MTT na
célula Vero (Fig. 20), e a partir de 200 pg/mL parinhagem Vero e
300 pg/mL para linhagem MDCK, no ensaio do vermelaatro (Fig.
21), o que sugere que esta substancia interfete tem metabolismo
mitocondrial quanto na atividade lisossomal dasilag] sendo mais
evidente esta toxicidade para o lisossoma e pahmadem Vero.N&o
foram encontrados trabalhos que tratam do estudoxicidade deste
acido.

de
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Figura 19 - Citotoxicidade de nanoparticulas de ,Té&n linhagem
celular Vero (A) e MDCK (B) pelo método do vermelheutro. As
células foram incubadas com concentracdes crescelge0 a 500
pag/mL de nanoparticulas, por 24 h. Os valores @® b, **p<0,01 e
***n<0,001 foram considerados estatisticamente ificativos quando

comparados com o controle, usando ANOVA, seguidotatte de
Dunnett.
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Figura 20 - Citotoxicidade do HPW em linhagem a@lWero (A) e
MDCK (B), pelo método do MTT. As células foram ibeadas com
concentracbes crescentes de 0 a 1000 pg/mL do, gmdd24 h. Os
valores de *p<0,05, *p<0,01 e ***p<0,001 foram dderados
estatisticamente significativos quando comparadosm ©® controle,
usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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Figura 21 - Citotoxicidade do HPW em linhagem a@lWero (A) e

MDCK (B), pelo método do vermelho neutro. As cé&ulforam

incubadas com concentracdes crescentes de 0 aub@Ol do acido,

por 24 h. Os valores de *p<0,05, *p<0,01 e ***p@01 foram

considerados estatisticamente significativos quaroparados com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett

Um dos mecanismos de toxicidade das nanopartideldaso, &
a producdo de EROs (SHUKLA; SHARMA; PANDEY et ab12d).
Existem evidéncias da relagdo entre a exposicamaasparticulas de
TiO, e inflamacao pulmonar (HUSSAIN; THOMASSEN; FERECGAT
et al. 2010), podendo a inflamacdo acometer tambétros tecidos
como figado, rins e cérebro, e a geracdo de ER@senéiderada
responsavel, pelo menos em parte, por esse progddssd; YIN et al.
2010). Em um estudo recente, Shukla e colaborad@2€4.0)
demonstraram através de ensaiosvitro, a geracdo de EROs em
linhagem de células de epiderme humana A431, suyer relacdo
direta entre estresse oxidativo e genotoxicidadm dano ao DNA e
formacgéo de microndcleos causado por nanopartidgldsQ, (Fig.22)
(SHUKLA; SHARMA; PANDEY et al. 2011).
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Figura 22 Possiveis mecanismos de genotoxicidade induzid
nanoparticulas de Ti®m células de epiderme hums
Adaptado deSHUKLA; SHARMA; PANDEY et al. 201).
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E possivelerificar um aumento na geracio de EROs em a
as linhagens celulares quando tratadas comug0L da nanoparticu
de TiO, e um aumentoabsa geracdo apenas para linhagem ML
quando tratada com o HPW (Fig.)2Bpesar do aumento na geracgac
EROsem ambas as linhagens, é importante ressaltar xjsi& @&ime
diferenca significativa na concentracdo de ;li®sponsavel por es
aumento em NOSSOS ensaios, e a concentracdo gas autores usara
em seus experimentos. Liu e colaboradores (201iliganam célula:
derivadas de feocromocitoma de medula, a linhag€i2, e con
apenas 25 pg/mL de nanoparticulas de, J&Gncontaram um aumer
na geracdo de EROs (LIU; XU; ZHANG et al. 2018m um outro
trabalho, Sha e colaboradossquisaram a citotoxicidade do , em
quatro linhagens de células diferentes, e com apé&Baug/mL de
nanoparticulas ja encontraram um aumento sigrificata geracéo d
EROs (SHA; GAO; WANG et al) Da mesma forma, Park
colaboradores (2008), com apenas 5 pg/mL da nahogar ja
encontraram aumento significativo de EROs em liehage células d
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epitélio bronquico humano BEAS-2B (PARK; YI; CHUNs al. 2008).

Além disso, é importante ressaltar, como ja mercloranteriormente,
que apenas um aumento da geracdo de EROs, sem mmentau
proporcional das enzimas antioxidantes é que pauduzir a

permeabilidade da membrana mitocondrial e dan@sl@& respiratodria,
0 que pode desencadear o processo de morte (VAIRMDDES;

MONCOL et al. 2006).
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Figura 23 - Efeito das nanoparticulas de ;Jéadlo HPW na geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em linhagduatace/ero (A) e
MDCK (B). A geracdo de EROs foi determinada atradéssonda
DCFH-DA, conforme descrito nos métodos. As célfiaam incubadas
com 500 pg/mL das nanoparticulas e 1000 pg/mL dé/Hbor 24 h.
Os resultados sdo expressos como 0 percentualudeesténcia em
comparacdo com as células sem tratamento. Os sattere*p<0,05,
*p>0,01 e **p<0,001 foram considerados estatiatiente
significativos quando comparados com o controlande ANOVA,
seguido do teste de Dunnett.

A mitocdndria exerce um papel crucial no contaieprocesso
de morte celular, além da manutencdo do statusndrigético das
células (SZABO; BALOG; MARK et al. 2011). Apos anstatacdo do
aumento da geracao de EROs frente a incubacao soranaparticulas
de TiO, buscou-se analisar a relagdo entre este aumeatdusgao
exercida pelas mitocéndriadutores como Onuma e colaboradores
(2009) acreditam que alguns efeitos celulares wbhdes durante a



84

exposicao as nanoparticulas de J82o gerados a partir de mudancas
nas mitocondrias. Por exemplo, a aquisicdo do if@mdtimorogénico
induzido por nanoparticulas de TGi(poderia vir de mudangas no
metabolismo celular, tais como uma diminuicédo déese de ATP e do
consumo de oxigénio (ONUMA; SATO; OGAWARA et al.(d). O
efeito das nanoparticulas de Ti€bbre a fungdo mitocondrial também
foi analisada por Freyre-Fonseca e colaboradofiEslj2sendo evidente
a disfuncdo mitocondrial pela diminuicdo no potahcie membrana
mitocondrial. Usando mitocondria isolada de pulrdé@aatos wistar, 0s
autores verificaram que nanopatrticulas de,fif@judicam claramente a
fosforilagdo oxidativa e o consumo de ADP pelasilaél (FREYRE-
FONSECA; DELGADO-BUENROSTRO; GUTIERREZ-CIRLOS et al
2011). O comprometimento da fungcado mitocondrial pamoparticulas
pode ter consequéncias drasticas, perturbandoibbeigue as funcdes
celulares (TEODORO; SIMOES; DUARTE et al. 2011)n&= assim,
foi analisado o potencial de membrana mitocondtad células apos
tratamento com as nanoparticulas de,Ti®apos 24 h de tratamento
estas ndo parecem interferir no potencial de memabmgtocondrial em
ambas as linhagens (Fig. 24).

100 100
5 I ' - 5 I I i
0 0

FCCP  TiO, Co FCCP T,
Tratamento Tratamento

S
=]

Potencial de Membrana
Mitocondrial (%)
Potencial de Membrana
Mitocondrial (%)

Figura 24 - Efeito das nanopatrticulas de;lé@lo HPW no potencial de
membrana mitocondrial em linhagem celular Vero ¢)IDCK (B). O
potencial de membrana mitocondrial foi determinattavés da sonda
JC-1, conforme descrito nos métodos. As célulaanfoincubadas com
500 pg/mL das nanoparticulas e 1000 pg/mL de HPMW,2g h. Os
resultados sdo expressos como 0 percentual deedkémcia em
comparagcdo com as células sem tratamento. Os saflere*p<0,05,
*»*p>0,01 e ***p<0,001 foram consideradosestatisticamente
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significativos quando comparados com o control@nds ANOVA,
seguido do teste de Dunnett.

JA4 o HPW parece diminuir o potencial de membrana
mitocondrial apds 24 h de tratamento em ambaslaadens.

No sentido de confirmar os resultados encontradssensaios
de viabilidade com as nanoparticulas de ,Ji@lém de buscar
compreender o mecanismo pelo qual as nanoparticediariam
estimulando o crescimento das células, buscou-derngear a
quantidade de DNA encontrada nas células aposrieate com as
nanoparticulas, além de analisar o ciclo celulardederminacédo da
guantidade de DNA das células mostrou que apesanat@oparticulas
de TiO, aparentemente aumentarem a viabilidade das céhdas
ensaios de viabilidade celular, este resultado sé&a@onfirma, pois,
observa-se que ndo ha uma elevacdo do contetudblAenBs amostras
tratadas com estas nanoparticulas (Fig. 25).
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Figura 25 - Efeito das nanoparticulas de ;Jéalo HPW na quantidade
de DNA x viabilidade, em linhagem celular Vero @MDCK (B). A
guantidade de DNA foi determinada espectrofotorcetnente e a
viabilidade através do ensaio do MTT, conforme d&saos métodos.
As células foram incubadas com 500 pg/mL das natiopkas e 1000
pg/mL de HPW, por 24 h. Os resultados s@o expressos O
percentual de DNA em comparagédo com as célulastrsgamento. Os
valores de **p>0,01 e ***p<0,001 foram consideradstatisticamente
significativos quando comparados com o controlgnde ANOVA,
seguido do teste de Dunnett.
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Ao contrério, na linhagem MDCK ha uma diminuicdo na
guantidade de DNA apdés o tempo de incubacdo de Para o HPW
nao houve diferenca significativa na viabilidadguantidade de DNA
gquando comparados com o controle.

Através da andlise do ciclo celular, é possivetgiser que a
nanoparticula de TiOparece interferir no ciclo celular, bloqueando a
fase S e GO/G1 do ciclo, seguido do aumento no raoe células na
fase Sub/Gl, apenas para linhagem celular Verg @8). As
nanoparticulas de TiOparecem bloquear também a fase S do ciclo
celular para linhagem MDCK (Fig. 27). As denomireg&0/G1, G2/M
e S indicam as fases em que as células se encomramonteddo de
DNA na fase Sub/G1 se refere a proporcdo de cékrasapoptose
(ORMEROD 2002; YANG; WU; ZHANG et al. 2007). As aéds ndo
tratadas mostraram uma distribuicdo tipica nasf&¥G1, G2/M e S.
O HPW parece bloguear a fase S do ciclo celula |palnagem celular
Vero (Fig.26).

As nanoparticulas de TjQparecem interferir com os métodos
de viabilidade celular utilizados neste traballend® encontrado um
aumento expressivo na viabilidade das células dizatacom esta
nanoparticula, o que ndo se confirma na quantficale DNA, além da
analise do ciclo celular. Nestes ensaios, alémudatglade de DNA
diminuir apés o tratamento com as nanoparticulasydn um aumento
do numero de células Vero na fase Sub/G1 do cielolar, o que
caracteriza morte celular por apoptose (ORMEROR28ANG; WU;
ZHANG et al. 2007).
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Figura 26 - Efeito das nanoparticulas de ;T#® do HPW sobre a
distribuicdo das células Vero no ciclo celular. BAytogramas mostram
as células em cada fase do ciclo celular apds tantemto com as
substancias. (B) As células foram tratadas com H@IML das
nanoparticulas de TiQe com 1000 pug/mL do HPW, por 24 h e
analisados por citometria de fluxo. Cada fase &cudada usando o
programa WinMDI 2.9. Os valores de *p<0,05 e ***p@01 foram
considerados estatisticamente significativos quarghoparados com o
controle, usando ANOVA, seguido do teste de Dunni&ttanalise
estatistica foi feita separadamente, comparandintrate de cada fase
com seus respectivos tratamentos.
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Figura 27 - Efeito das nanoparticulas de ;T#® do HPW sobre a
distribuicdo das células MDCK no ciclo celular. (A)istogramas
mostram as células em cada fase do ciclo celufes agratamento com
as substancias. (B) As células foram tratadas cO6m jbg/mL das
nanoparticulas de TiQe com 1000 pug/mL do HPW, por 24 h e
analisados por citometria de fluxo. Cada fase &cudada usando o
programa WinMDI 2.9. O valor de *p<0,01 foi consrddo
estatisticamente significativo quando comparado camontrole, usando
ANOVA, seguido do teste de Dunnett. A andlise &staha foi feita
separadamente, comparando o controle de cada fase seus
respectivos tratamentos.

Entretanto, apesar de termos detectado algumaxitistade
para as nanoparticulas de 7i® para o HPW, deve-se considerar que
utilizamos altas concentracdoes dos mesmos. Shaladocadores
avaliaram a citotoxicidade de nanoparticulas de,Tén quatro
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linhagens celulares diferentes, entre elas linfmgemorais e nao
tumorais, e encontraram uma citotoxicidade paraaands linhagens
com concentragfes a partir de 0,1 ug/mL (SHA; GABNG et al.).

Liu e colaboradores (2010), mostraram que conogiasaa partir de 10
pg/mL de nanoparticulas diminuiram significativateea viabilidade
celular em 24 h de tratamento (LIU; XU; ZHANG et 2010). Para as
nanoparticulas e o0 HPW aqui estudados, concensagjigxo de 100
pg/mL ndo apresentaram efeito citotdxico parardmtiens avaliadas.

Esta diferenca na capacidade citotoxica das natioglas de
TiO, aqui estudadas pode estar relacionada com suaosm&p
guimica, uma vez que diferentes estruturas cristalde anatase e rutilo
podem produzir diferentes respostas toxicologicagjee a fase anatase
tém mostrado maior capacidade citotoxica, além @mrgum maior
estresse oxidativo nas células (JIN; ZHU; WANG kt2808; WU;
SUN e XUE 2010). Vale lembrar que apesar de salerque as
nanoparticulas de TiOaqui testadas foram uma mistura de anatase e
rutila, a propor¢cdo de cada uma delas na suspeins#ondo foi
determinada, sendo que uma maior quantidade derEQorma rutila
poderia ser responsavel pela menor citotoxicidagié ancontrada,
guando comparado com outros trabalhos ja publicados

Além da diferenca na composicdo quimica, Wu e cotdores
(2010) também atribuem a diferenca na citotoxicdagtrada por
nanoparticulas de TiOdevido a diferenca no tamanho destas
nanoparticulas. Baggs e colaboradores (1997),é&strde um estudim
vivo com ratos, demonstraram que nanoparticulas comantaznem
torno de 20 nm tem a capacidade de gerar uma taspdlamatéria
pulmonar maior do que as nanoparticulas com tamaleh@50 nm
(BAGGS; FERIN e OBERDORSTER 1997).

Dessa forma, evidencia-se a necessidade de utiaer de um
ensaio de viabilidade celular, bem como mais de limhagem celular,
pois as nanoparticulas podem exercer toxicidade diferentes
mecanismos. Utilizando-se somente um modelo, s@re+isco de nédo
caracterizar adequadamente uma formulagéo cormtdxiita.
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5.2.2.2 Avaliacéo da toxicidadein vivo

Os par&metros utilizados para avaliacdo da toxdeida vivo
das nanoparticulas de Tif@ram os mesmos parédmetros utilizados para
avaliacao da toxicidade das nanoparticulas lipsdécpoliméricas.

A avaliacdo da toxicidade iniciou com a pesagematomais
apoés o tratamento com as nanoparticulas de, Td@mo descrito na
Tabela 8, e foi possivel verificar que houve umaaneariagdo no peso
dos animais tratados com a nanoparticula de gi@ndo comparados
com os animais do grupo controle.

Tabela 8 Variagdo do peso corp6reo apds tratameotm as
nanoparticulas

Parametros Controle TiO,

Variagdo peso (g) 3,5+0,5 1,16+ 0,99*

Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticameng@ificativo quando
comparado com o controle, usando ANOVA, seguidotekie de
Bonferroni.

Muitos trabalhos tem sido desenvolvidos no intdiéoelucidar
0s possiveis efeitos de nanoparticulas metéilicagiro e in vivo. Isto é
devido principalmente ao rapido aumento na prodde&ses materiais,
alimentada pela necessidade crescente de se anseladeoropriedades.
A toxicidade das particulas vem sendo estudadooragol de alguns
anos, particularmente em lesdo pulmonar, no casoadeparticulas
metalicas, particulas ambientais ultrafinas, fillla@mianto e particulas
de poeira (LI; XIA e NEL 2008). Goncalves e coledmiores (2011)
fizeram uma importante observacdo ao estabele@anoénte que
nanoparticulas de Tilesempenham uma atividade pré-inflamatiria
vivo, através de modelo de inflamacdo aguda em mugat@jndo
células como os leucécitos mono e polimorfonuckedesta observacéo
€ interessante, pois demonstra a atividade praAvdtoria das
nanoparticulas de TiOgue previamente foram relatados apenas em
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relacdo a inflamacdo pulmonarGOQNCALVES 201). Xie
ecolaboradores (2011), em um artigo que trata drildiicdo
excrecao de nanoparticulas de F@dministradasatravés de injecé
intravenosa em camundongos, demonstraram  acumulo
nanoparticulas em 6rgdosomo figado, baco e pulmi(XIE; WANG,;
SUN et al.)

Neste trabalho, avaliandas animais apds serem sacrificac
foi possivel observar umcimulo das nanoparticulas de , em toda a
cavidade peritoneaficando mais visivel principalmente proximo
figado e estbmago, como mostrado na Figura 28.

Figura 28 - Acumulo de nanoparticulas de sJp@ximo ac figado e
estdbmago.

Estes resultados, assim como a menor variacdo s ghes
animais tratados com as nanoparticulas de, Ei€da de acordo com
resultados encontrados por Chen e colaborador@9)2Bm um estud
com camundongos tratados com nanoparticulas (O, via
intraperitonealos pesquisadores também encontraram um acums
nanoparticulas na cavidade peritonels animais, especialmel
préximo ao intestino e figado. Os autores atrib@emorte de alguns
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animais a este acimulo de nanoparticulas (CHEN; BQMAO et al.
2009).

Os 6rgaos dos animais também foram pesados seperaita
conforme mostrado na Tabela 9, e como pode seficeeio, houve
diferenca significativa no peso do baco e rinsadmais tratados com
as nanoparticulas de TiGcom aumento no peso do bago e diminuicao
no peso dos rins. O aumento do bago, chamado denesgegalia,
poderia explicar as altera¢cBes causadas pelas ardicofas em alguns
pardmetros hematol6gicos como diminuicdo signiffeano numero
total de hemécias, VCM, HCM, hemoglobina, hematécieucécitos
mononucleares e aumento no numero de basofiloel@ab), ja que o
baco desempenha um papel fundamental na hemateppaticipando
nos processos de formacao, desenvolvimento e matdos elementos
do sangue (LLOYD e STRICKLAND 2010). A diminuicdesniveis
séricos de colesterol e triglicerideos encontrade animais tratados
com as nanoparticulas de pi@abela 11) pode estar relacionado com o
aumento do baco destes animais, uma vez que mudaregsies
parametros podem causar danos a este 6rgao (FANGBHAKOO et
al.).

Tabela 9- Peso dos 6rgéos

Parametros Controle TiO,
Baco 0,182+ 0,012 0,285 0,008*
Cérebro 0.374+ 0,021 0,365- 0,009
Estdmago 0,373+ 0,008 0,35% 0,027
Pulméo 0,254+ 0,019 0,264 0,011
Figado 2,052+ 0,139 2,14% 0,061
Coracao 0,207+ 0,023 0,186 0,011
Rins 0,252+ 0,021 0,21% 0,011*

Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticamennga@ificativo quando
comparado com o controle, usando ANOVA, seguidotekie de
Bonferroni.
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Tabela 10 - Parametros hematol6gicos dos animatsodes e tratados.

Parametros Controle TiO,
Hemacias (/mm) 5.937.000Ct 457 4.833.00& 255*
Leucécito (/mm) 7.691+ 689 3.758t 236
VCM (fL) 71+ 3 66+ 2%
HCM (pg) 23+3 20+ 1*
CHCM (%) 31+2 31+1
Hemoglobina (g/dL) 14+ 2 10+ 2*
Hematdcrito (%) 43+ 2 32+ 3*
Neutrdfilo (%) 14,51+ 2,13 17+ 2
Mononuclear (%) 85,66+ 3,07 74+ 2*
Eosindfilo (%) 1+1 1+1
Basofilo (%) 25+1 9+ 1*

Abreviaturas: VCM (volume corpuscular médio), HCKkihoglobina
corpuscular média) e CHCM (concentracdo da hemoglob
corpuscular). Valor de *p<0,05 foi considerado tsiisamente
significativo quando comparado com o controle, dea®\NOVA,
seguido do teste de Bonferroni.

Outro parametro que sofreu alteracdo ap0s tratanwnh as
nanoparticulas de Tgdoram os niveis séricos da enzima AST (Tabela
11). Patra e colaboradores (2009) encontraram uneto nas enzimas
AST e ALT em ratos tratados com nanoparticulasgiéoicas (PATRA,;
ABDEL MONEIM; WANG et al. 2009), assim como Wang e
colaboradores (2007), que apds tratamento oraladeimdongos com
nanoparticulas de Tigkrom em média 80 nm, observaram a deposicdo
destas nanoparticulas no figado, levando a dandétibep(WANG;
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ZHOU; CHEN et al. 2007; PATRA; ABDEL MONEIM; WANGtel.
2009). Para estes autores, as enzimas AST e ALT@&iderados os
principais marcadores de dano hepatico.

A albumina é a principal proteina produzida pefgadio no
corpo humano, e niveis elevados desta proteinaceasiderados
também um indicativo de distirbios no figado, alfenobstrucdo dos
canais biliares (PATRA; ABDEL MONEIM; WANG et al.0R9). O
tratamento com as nanoparticulas de,é@o levaram a alteracdes nos
niveis séricos desta proteina. Apesar disso, o @onm& enzima AST

por conta desta nanoparticula pode ser um inddtvdano hepético.

Tabela 11 - Parametros bioquimicos dos animaisaleste tratados

Parametros Controle TiG,
ALT (UIIL) 111+ 9 119+ 9,2
AST (UI/L) 101+ 10 140+ 7,19*
Albumina (g/dl) 2,30+ 0,05 2,30t 0,077
Proteinas totais (g/dL) 5,07+ 0,19 5,2+ 0,347
Uréia (mg/dL) 62+5 47+ 2,23
Creatinina (mg/dL) 0,48+ 0,08 0,47 0,013
Triglicerideos (mg/dI) 97+ 19 48+ 5,75*
Colesterol Total (mg/dl) 91+12 76% 7,55*

Abreviaturas: ALT (alanina aminotransferase) e A%dspartato
aminotransferase). Valor de *p<0,05 foi consideradtatisticamente
significativo quando comparado com o controle, dea®\NOVA,
seguido do teste de Bonferroni.

Dessa forma, foi demonstrado vivo que nanoparticulas de
TiO, causam alteragBes nos parametros hematolégicoeguirnicos,
que caracterizam dano hepético, além de esplendimeg§aavaliacao
histoldgica dos érgdos dos animais tratados coas estnoparticulas é
uma importante ferramenta para avaliar os danosadas pela
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nanoparticulas (CHEN; DONG; ZHAO et al. 2009), @ dicard como
perspectiva de ensaios futuros.

Como aspecto geral, pode concluir através dedtalba que ha
necessidade de utilizar diferentes métodos patdé&ana citotoxicidade
de sistemas nanoestruturados, uma vez que as maoapa podem
interferir nos métodos de avaliagdo, além dos elite's mecanismos
gue podem estar relacionados a este efeito tékibeservamos ainda a
necessidade de se usar diferentes linhagens eslulalevido as
caracteristicas intrinsecas de cada linhagem, opgde representar
respostas distintas frente ao mesmo material, teesld em
interpretacdes equivocadas. Adicionalmente, oslestde toxicidadan
vivo permitem, embora realizados em modelo animal,rabtieléncias
de seguranca ou toxicidade a respeito destas wsgutsendo uma
importante ferramenta para garantir 0 uso destderimia nas mais
diversas areas sem prejudicar a saude e 0 mei@@t@bi



96



97

6. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos neste trabgdbdemos
concluir que:

e A avaliacdo da toxicidade dependente da concédralas
nanoparticulas lipidicas e poliméricas que demarestn citotoxicidade
nos permite concluir que, apesar das nanopartidtlag F4 serem
citotoxicas para linhagem celular Vero, as mesnamsothstraram alto
valor de IC50. A nanoparticula F5 apresentou matotoxicidade para
as células Vero, com IC50 relativamente menor;

e Todas as nanoparticulas, exceto F1 na linhagemacéliDCK,
induziram o estresse oxidatiiovitro, e somente as nanoparticulas F4 e
F5 induziram a perda do potencial de membrana omidigal nas
linhagens Vero e MDCK, respectivamente;

e Através da citometria de fluxo foi possivel predio tipo de
morte celular gerada pelas nanoparticulas F5, waauwe o cultivo das
células com a nanoparticula F5 aumentou a populie@eélulas na fase
Sub/G1, sendo que o conteddo de DNA na fase SubéGiefere a
proporcéo de células em apoptose;

e A citotoxicidade in vitro da nanoparticula F5 parece estar
relacionada com o uso do tensoativo SDS na prearaesta
nanoparticula, uma vez esta nanoparticula demaenstnaaior
citotoxicidade que as demais, quando comparaddoo da I1Gs.

e As nanoparticulas lipidicas e poliméricas estadadostraram-se
biocompativeis se usadas em baixas concentragbesyez que apenas
algumas delas mostraram uma baixa toxicidade, domwalor de 1G.

e Na avaliacdo da toxicidade vivo foi possivel verificar que, ao
contrario dos resultadas vitro, a nanoparticula F5 ndo demonstrou
toxicidade para os animais, pelo menos no que égpeito aos
parametros hematoldgico e bioquimico. Ja as natioplais F3 e F9
demonstraram toxicidade renal e hepatica, resgantnte, através de
parametros bioguimicos que séo usados para idantifiis alteracdes.

e Através dos ensaios de viabilidage vitro MTT e vermelho
neutro, as nanoparticulas de Ji@8o parecem ser citotdxica para as



98

linhagens celulares testadas, mas ao contrariesaftados sugerem um
aumento na viabilidade celular, em ambas as linfeagepara ambos os
ensaios; jA o HPW mostrou-se citotoxico em ambosrsios de
viabilidade, para ambas as linhagens de células;

e Através da avaliacdo da quantidade de DNA e do celular
das células tratadas com as nanoparticulas defdi@ossivel perceber
gue a nhanoparticula de TiQparece interagir com 0s ensaios de
viabilidade, uma vez que ndo houve aumento na mizalet de DNA das
células tratadas com essa nanoparticula, comespeaaelo. Além disso,
através da analise do ciclo celular, foi possieet@ber um aumento no
numero de células na fase Sub/G1, o que corresppmieporcao de
células mortas por apoptose. Contrariando os eekgtencontrados nos
ensaios de viabilidade. Para o HPW néo houve di¢arsignificativa na
viabilidade e quantidade de DNA quando comparados@ controle.

e Na avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas@eif vivo, foi
possivel perceber macroscopicamente apds 0s anireaiem
sacrificados, um acuimulo das nanoparticulas de, B toda a
cavidade peritoneal, podendo este acumulo estacioebdo com o
menor ganho de peso dos animais tratados quandpacados com o
grupo controle;

e Através da avaliagédo da toxicidaidevivo das nanoparticulas de
TiO, demonstramogjue essas nanoparticulas causam alteracbes nos
parametros hematoldgicos e bioquimicos, 0 quectwizam dano ao
baco e ao figado, inclusive com aumento do tamdoHhmco.
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7. Perspectivas

A fim de dar continuidade a este trabalho, temasaco
perspectivas:

e Avaliar a toxicidade de nanoparticulas de JJgom HPW
adsorvido e que possuem potencial perspectiva ifieagio como
catalisador na fotocatalise heterogénea, na desuoracdo ambiental
microbiolédgica e de produtos quimicos;

e Avaliar os cortes histolégicos dos 6rgaos dos aismatados
com as nanoparticulas F3, F5, F9 e de,Ti@n o intuito de melhor
caracterizar a toxicidade destas nanoparticaleivo;

e Dar continuidade ao estudo de toxicidade das raatioplas
lipidicas e poliméricas através da avaliacdo doscanismos
moleculares de toxicidade destas substancias;

eSintetizar nanoparticulas adsorvidas com substancia
fluorescente para a avaliagdo da endocitose atdeédmicroscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo;
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Abstract

This study was addressed to the current deficient knowledge on
cellular response to lipid nanoparticles exposure. We investigated
the cytoxicity of eight lipid nanoparticles (named F1 to F8) in two
fibroblast cell lineages, Vero and MDCK. Several methods were
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used to explore the mechanisms involved. Among the
nanoparticles tested, two of them (F5 and F4) seem to be more
cytotoxic. The viability assays used suggest that these
nanopatrticles interfere on cell mitochondrial metabolism and on
lysosomal activity. Besides, cell cultivation with F5 increased the
population of MDCK cells in GO/G1 and G2/M cell phase, which
was accompanied by a marked increase of a Sub/G1 population,
that suggesting death by apoptosis. The formulation F4, although
shown to be cytotoxic, the ICsq for cell viability is very high, ~700
pg/mL for both cell lineages tested. The ICsoto F5 was about 247
pg/mL. The reason of the higher cytotoxicity of the formulation F5
will be further studied, however we have some evidences that are
the presence of SDS (sodium dodecyl sulphate) in this
formulation. Basically the nanoparticles tested here are
biocompatible if used at low concentrations. Further studies are
required to elucidate the mechanism of action of these nanoscale
structures, in order to determine the implication of their increased
and widespread use.

Highlights:

We investigated the cytotoxicity of eight lipid nanoparticles in
vitro. Cell culture is an alternative to explore the mechanisms
involved. We used Vero and MDCK lineages. The nanoparticles
tested here are biocompatible if used at low concentrations.

Key words: nanoparticles, cytotoxicity, Vero cells, MDCK cells.

1. Introduction

Nanotechnology has a large number of potential applications in
many different areas and the safety of nanomaterials has become
a major concern. The nanoparticles are present in commercially
available products, including cosmetics, food, clothes, and
military, being increasingly used in medicine for diagnostic
purposes, imaging and drug delivery. Currently statistics data
show that more than 1000 products or product lines available in
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the market using nanotechnology in their production (Hsiao and
Huang, 2011). Nanoparticles have unusual physicochemical
properties, such as small size, surface area and size distribution,
chemical composition, purity, crystallinity, electronic properties,
surface structure, surface reactivity, surface groups, inorganic or
organic coatings, solubility, shape and aggregation (Nel et al.,
2006), and are precisely these properties that make nanoparticles
so attractive. It is believed that the small size of nanoparticles
allows them to enter and pass through the tissues, cells and
organelles, and the size of some nanopatrticles is similar to many
biological molecules such as proteins, and microorganisms, such
as viruses (Fadeel and Garcia-Bennett, 2010).

Lipid nanoparticles has been widely used in nanomedicine, e.g. in
cosmetic and skin formulations (Pardeike et al., 2009), for cancer
treatment (Joshi and Miiller, 2009; Wang and Thanou, 2010), for
lung cancer therapy (Chattopadhyay et al., 2007) per oral and
ocular drug delivery (Miller et al., 2006), for gene therapy (Kwon
et al., 2008) for imaging, among others.

Although, many lipid nanoparticles showed not to be cytotoxic
(Liu et al., 2008); (Joshi and Mdller, 2009; Yuan et al., 2010), the
composition of the nanoparticles used in the formulations is not
uniform and differ in nature and percentage of lipids. Due to the
poor comparability of toxicity data in the literature, it is necessary
to study the toxicity of lipid nanoparticles first in vitro, then ex
vivo, and finally in vivo (Nassimi et al., 2010).

Humans have been exposed to airborne nanosized particles
throughout their evolutionary stages, but exposure has increased
dramatically over the last century due to anthropogenic sources.
With the rapid growth and development of nanotechnology, is
probably to increase exposure to these nanostructures, leading to
inhalation, ingestion, injection and absorption of nanomaterials
(Oberdorster et al., 2005). Due to the increase in investment and
production of goods at the nanoscale combined with the
increased occupational exposure of workers and consumers, it is
of great importance to assess the safety of these nanomaterials
(Hsiao and Huang, 2011; Hu et al., 2009).

Cell culture is an alternative way to predict the toxicity of
nanoparticles and explore the mechanisms involved. Therefore,
in this work we explored the effect of lipid nanoparticles in distinct
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cell viability assays, in the possibility of mitochondrial potential
and cell cycle disturbance, as well as in the reactive oxygen
species generation (ROS).

The viability assays, as 3-[4, 5- dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and Neutral Red give
information about basal cytotoxicity and reflect the capacity of
some compounds to cause cell death as a consequence of
damage of basic cellular functions (lvanova and Uhlig, 2008). The
mitochondria is the organelle responsible for generating 80 to
90% of ATP used in respiration and cell survival (Dias and Bailly,
2005), and its function can be assessed using the MTT assay.
The cell metabolism of neutral Red in its turn, furnish the
information about the lysosomal activity.

Additionally, the mitochondria plays a crucial role in controlling
cell death, by maintaining the bio-energetic state of cells (Szabo
et al., 2011) and the mitochondrial membrane potential is crucial
in this function, since any disturbance on it will change
mitochondrial role in power generation and trigger the cell death
mechanisms (Bernardi, 1999; Teodoro et al., 2011).

Oxidative stress occurs when generation of ROS exceed the
capacity of antioxidant defense mechanism. This imbalance leads
to damage of important biomolecules and cells, with potential
impact on the whole organism (Ahamed, 2011). Oxidative stress
has been implicated as an explanation behind nanoparticles
toxicity (Ahamed, 2011; Shukla et al., 2011; Wang et al., 2009).

2. Materials and methods

2.1. Materials

Several types of lipid were employed in nanoparticles
preparation, such as Tristearin (Dynasan 118 — Sasol-Germany),
Solid White Vaseline USP (DEG - Brazil), and vegetal lipids from
Butyrospermum Parkii, Theobroma cacao, Virola surinamensis,
Platonia esculenta (Naturais da Amazénia — Brazil).
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The surfactants polyssorbate 80 (Tween 80) and Sodium
Dodecylsulfate (SDS) were purchased from Sigma-Aldrich. The
cell culture media and fetal calf serum were purchased from
Cultilab (Séo Paulo, Brazil). The antibiotics
penicillin/streptomycin) were purchased from GIBCO (Grand
Island, NY, USA), the JC-1 probe (5,5',6'6-tetrachloro-,1',3,3'
tetraethylbenzymidazolcarbocianyne iodide) and DCFH-DA (2',7'-
dichlorofluorescein diacetate) from Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA), the solvent dimethyl sulfoxide (DMSO) from Merck
(Darmstadt, Germany), and all other reagents were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2 Nanoparticles preparation

Tristearin nanoparticles and Solid White Vaseline USP
nanoparticles were prepared by solubilization of 200 mg of lipid in
a solution of clorophorm/methanol (1:1). Organic solvents were
removed and the lipid layer was melted by heating at 5°C above
of the lipid melting point.

An aqueous phase was prepared by dissolving Tween 80 or SDS
(1%) in ultra-pure water (MilliQ - Millipore®) to produce 20 mL of
the preparation and heated to the molten lipid phase temperature.
Hot aqueous phase was added to molten lipid phase and
ultrasonicated (Vibracells) for 2 minutes, 20W. The particles were
obtained by allowing the hot nanoemulsion to cool to room
temperature.

Particles obtained from vegetal lipids are patented and produced
by Nanovetores® Pl 0801545-7A2. Basically, the same technique
described above was employed in nanoparticles preparation,
except the use of organic solvents.

2.3. Nanoparticles characterization

The average particle size/distribution and zeta potential were
determined by dynamic light scattering and laser-Doppler
anemometry, respectively, using a Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK), equipped with 173° scattering
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angle. The measurements were made at 25T after app ropriate
dilution of the samples in distilled water. The size distribution of
particles is given by the Polydispersity Index (PDI or PI). To
measure the zeta potential, nanoparticles samples were placed in
a specific cell where a potential of £ 150mV was established. The
potential values were calculated from the mean electrophoretic
mobility values using Smoluchowski’s equation.

2.4. Cell Culture

Monkey kidney fibroblasts (Vero) and dog kidney fibroblasts
(MDCK) were obtained from American Type Culture Cell (ATCC).
The cells were cultured in DMEM supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL

penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 10 mM HEPES. The cells
were maintained at 37 °C in a 5% CO, humidified atmosphere
and pH 7.4. Every 2-3 days, cells were passaged by removing
90% of the supernatant and replacing it with fresh medium. In all
experiments, viable cells were checked in the beginning of the
experiment by Trypan Blue exclusion.

2.5. Viability assay

Nanoparticles cytotoxicity was evaluated by MTT (Mosmann,
1983) and neutral red assay (NR) (Repetto et al., 2008). Vero
cells (1x10%0,2 mL) and MDCK cells (2x10%0,2 mL) were
incubated for 24, at nanoparticles concentrations from 100 to
1000 pg/mL, in triplicate, in 96-well microplates. After incubation
at 37 C, cells were washed with fresh culture medium, and 5
mg/mL of MTT were added followed by incubation for 2h at 37 <.
The precipitated formazan was dissolved in 100 pL of DMSO, and
the absorbance was measured at 540 nm using a micro-well
system reader. To neutral red assay, after incubation, the
medium containing the particles was replaced with 200 pL of
culture medium containing 0,05 mg/mL of neutral red and
incubated for 30 min. After, cells were washed twice with 200 pL
of PBS. The extraction was performed with 200 pL of a solution
containing 1% acetic acid, 50% ethanol and 49% of water. The
absorbance was measured at 540 nm using a micro-well system
reader. The ICsy values (a concentration that produces 50%
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reduction in the viable cell number) were calculated through a Hill
concentration—response curve.

2.6. Mitochondrial potential measurement

To assay the mitochondrial membrane potential, the lipophilic
cationic probe fluorochrome 5,5',6'6-tetrachloro-,1',3,3'
tetraethylbenzymidazolcarbocianyne iodide (JC-1) was used. JC-
1 is a green fluorescent monomer at depolarized membrane
potential or a red fluorescent J-aggregate at hyperpolarized
membrane potential. Cells were plated at 5x10°/1 mL cells/well in
12-well dishes and incubated with the nanoparticles for 24 h.
Afterward, JC-1 (10 pg/mL) was added and incubated for 20 min
at 37 €T (5% CO,), then cells were washed twice with PBS,
resuspended in 500 pL of PBS. A volume of 100 pL was used to
measure the fluorescence by a spectrofluorimeter (Perkin—Elmer
LS55). JC-1 was excited at 488 nm, the red emission
fluorescence was detected at 590 nm and the green fluorescence
was detected at 527 nm. The mitochondrial potential was
presented as a ratio of 590/527 fluorescence and compared with
the control cells that were considered to have 100% fluorescence.
An electron transport chain uncoupler (FCCP 1 uM) was used as
a positive control.

2.7. Cell cycle analysis

To analyze the cell cycle of the cells treated with nanopatrticles,
flow cytometry, was used following the method described
elsewhere (Yang et al., 2007). The cells (4x10°/1 mL) were
incubated with the nanoparticles, for 24 hours, in 12-well plates.
After incubation, cells were released with trypsin and after
centrifugation for 10 min at 25 € and 1800 rpm, th e cells pellet
was washed with PBS and centrifuged again. The supernatant
was discarded and 200 pL of 70% ethanol were added to the
pellet, the samples were then incubated for more 30 minutes at
4<C. After incubation, 1 mL of PBS with 2% of BSA w as added to
the samples that were then centrifuged for 10 min at 25 € and
1800 rpm. The supernatants were withdrawn and 0,5 pL of
RNase 100 pg/mL + 0.1% Triton -X in PBS were added. DNA
content was analyzed by FACS flow cytometer CANTO Il (BD
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Biosciences). The population of cells in each phase of the cell
cycle was determined using WinMDI 2.9 program.

2.8. ROS generation

Intracellular reactive species formation was determined using
20,70-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), which is oxidized
to dichlorofluorescein (DCF) in the presence of ROS (Sauer et al.,
2003). Cells (3x10* cells/0,5 mL) were incubated with the
nanoparticles for 24 h. After, cells were incubated with 10 uM
DCFH-DA for 30 min at 37C and then washed four tim es with
PBS. The DCF fluorescence signal was measured using a
Perkin—Elmer LS55 spectrofluorimeter. The results were obtained
as fluorescence units and were expressed as percentage of ROS,
and compared with the control cells without treatment.

3. Statistical analysis

The results were presented as means + SD of triplicates from
three-independent experiments. Statistical significance was
assessed by one-way ANOVA, followed by Dunnet’s test, and *p
<0.05 was taken as statistical significance.

4. Results
4.1. Particles characterization

Particles size and distribution (polydispersity index - PDI)
determined by photon correlation spectroscopy (PCS) as well as
the nanopatrticles constitution and zeta potential are presented in
Table I. As can be observed the nanoparticles have around 140
nm of diameter and low PDI value, indicative of monodisperse
particles populations. Additionally, all nanoparticles showed
negatively charged surface. The use of Tween 80, a non-ionic
surfactant, demonstrates that negative charge of the particles is
due to the lipids properties. When the SDS was used (anionic
surfactant) was observed an increase in the zeta potential (from -
26 mV to -39 mV) due to the presence of surfactant on the
surface of negatively charged particles of F5 formulation.
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Table I. Characterization of nanopatrticles.

Nanoparticles Lipid Surfactant  Particles size PDI Zeta
Name (nm) Potential

(mv)

F1 Solid White Tween 80 128 +4,1 0,32+0,02 -18

Vaseline USP
F2 Butyrisoermum Tween 80 144 + 3,2 0,21+0,05 -23
parkii
F3 Virola Tween 80 135+2,5 0,17+0,08 -30

surinamensis

F4 Tristearin Tween 80 110+4,5 0,22+0,06 -26
F5 Tristearin SDS 116 +3,5 0,21+0,05 -39
F7 Theobroma Tween 80 167 £5,2 0,18+0,03 -41
cacao
F8 Platonia Tween 80 173+2,4 0,19+0,02 -20
esculenta
4.2. Cell toxicity

In order to screen and compare the cytotoxicity induced by the
nanopatrticles, all of them were incubated with Vero and MDCK
cell lineages, at 500 pg/mL, for 24 h. Nanoparticles F1, F2, F4
showed a mild cytotoxicity and F5 decreased strongly the cell
viability of both cell lineages (Fig.1) by MTT. The nanoparticles
F4 and F5 showed cytotoxicity for both lineages by neutral red
assay (Fig. 2), although only F5 decreased strongly the cell
viability. For the nanoparticles that showed some degree of
cytotoxicity, concentration-time-response curves were obtained.
The concentrations of the nanoparticles analyzed for the



124

determination of the ICgy, ranged from 0 to 1000 pg/mL. The
results are presented in Table Il. The nanoparticles F1, F4
demonstrated cytotoxicity in Vero cell lineage with a high ICgo. As
can be seen, in Table Il the F5 presented stronger cytotoxicity to
Vero cells, with relatively lower ICsq.
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Fig. 1: Cytotoxicity of nanoparticles in Vero (A) and MDCK (B)
cells lineages. The cells were incubated with the nanoparticles at
500 pg/mL for 24 h and the cell viability was assayed by MTT.
Optical density of untreated cells was taken as 100% of cell
viability. *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001.
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Fig. 2: Cytotoxicity of nanoparticles in Vero (A) and MDCK (B)
cells. The cells were incubated with the nanoparticles at 500
pg/mL for 24 h and the cell viability was assayed by neutral red.
Optical density of untreated cells was taken as 100% of cell
viability. *p<0,05, and ***p<0,001.

Table Il. The ICsq for cell viability assays of nanoparticles after
exposure to cells.
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NPs (li/lc'licl)') (Iﬁfio)
Vero MDCK Vero MDCK
F1 489 +4,9 nd nd nd
F4 682 +£6,7 nd 694 £9,3 nd
F5 247 £7,2 603 £2,7 643+24 586 + 15,0

* NPs = nanopatrticles /* nd= not determined

4.3. ROS generation

The Figure 3 shows the results related to the cell generation of
ROS induced by the nanoparticles. As can be observed in the
figure, all formulations induced an oxidative stress in both cell
lineages, however the effect of F5 seems to be more important if
one relate this effect with the results obtained with cell viability

assays.
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Fig. 3: Effect of nanoparticles on free radical generation in Vero
(A) and MDCK (B) cell lineages. Free radical formation was
followed using DCFH-DA as described in methods. The cells
were incubated with the nanoparticles at 500 pg/mL for 24 h, with
exception of F5 at Vero cell lineage, that was used the ICsq (247
pg/mL). The results are expressed as the percentage of
fluorescent cells in comparison to control samples (zero % of
fluorescence). *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001.
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4.4. Mitochondrial potential measurement

The Figure 4 shows the results related with the effect of the
formulations on mitochondrial membrane potential. It was
observed that only the nanoparticles F4 and F5 decreased the
mitochondrial membrane potential in Vero and MDCK cell
lineages, respectively (Fig 4). Even though, the effects of both
nanoparticles preparation on disturbing the mitochondrial
potential were not extremely strong.
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Fig. 4: Effect of nanoparticles on mitochondrial membrane
potential in Vero (A) and MDCK (B) cell lineages. The membrane
potential was determined using JC-1 after 24 h of incubation of
the formulations at 500 pg/mL, with exception of F5 at Vero cell
lineage, that was used the ICsg (247 pg/mL). The decrease of
red/green ratio indicates the decrease of mitochondrial
membrane potential, and the results are expressed as
percentage. The values of control cells were considered 100%.
*p<0,05.

4.5. Cell cycle analysis

To investigate the further effects of nanoparticles on cell-cycle
distribution, Vero and MDCK cells were treated with 500 p/mL of
nanoparticles for 24 h, with except F5 nanopatrticles, that was
used the amount corresponding to the ICsq for Vero cell lineage,



127

and the results are summarized at Fig.5 and 6. Cultivation with
nanoparticles F5 increased the population of MDCK cells in
GO0/G1 and G2/M cell phase, which was accompanied by a
marked increase of a Sub/G1 population at 24h. G0/G1, G2/M
and S indicate the cell phase, and Sub-G1 DNA content refers to
the proportion of apoptotic cells (Yang et al.,, 2007). The
untreated cells showed a typical distribution in GO/G1, G2/M and
S phase by flow cytometry analysis. These results indicate that
nanoparticles F5 induce cells death to MDCK cell lineage, by a
apoptotic process.
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Fig. 5: Effects of nanoparticles on cell cycle distribution, on Vero
cell lineage. (A) Histograms show the number of the cell channel
(vertical axis) vs. DNA content (horizontal axis). (B) The cells
were treated with 500 pg/mL of the formulations for 24 h, with
exception of F5 at Vero cell lineage, that was used the ICsq (247
pg/mL), and analyzed by DNA flow cytometry. GO/G1, G2/M and
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S indicate the cell phase, and sub-G1 DNA content refers to the
proportion of apoptotic cells. Each phase was calculated by using
the WinMDI 2.9 program.
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Fig. 6: Effects of nanoparticles on cell cycle distribution, on
MDCK cell lineage. (A) Histograms show number of cell channel
(vertical axis) vs. DNA content (horizontal axis). (B) The cells
were treated with 500 pg/mL of nanoparticles for 24 h, with
exception of F5 NP that was used the ICsy (247 pg/ml), and
analyzed by DNA flow cytometry. GO/G1, G2/M and S indicate
the cell phase, and sub-G1 DNA content refers to the proportion
of apoptotic cells. Each phase was calculated by using the
WinMDI 2.9 program.*p<0,05 and ***p<0,001.

5. Discussion

The purpose of this study was to investigate the biocompatibility
of lipid nanoparticles. To determine whether cell toxicity occurs, in
a first step, we applied distinct in vitro viability and cytotoxicity
assays using Vero and MDCK cell lineages. Vero cells have been
used with some frequency with the advantage of easy availability
and fast growth (Bouaziz et al., 2006; Vaucher et al., 2010), and
has been suggested as an appropriate model to study
nephrotoxicity (Dias et al.,, 2009) as well as the MDCK cell
lineage (Rezzani et al., 2002). These models can be used to
study the cytotoxicity in vitro and predict potential toxicity in vivo
to kidney.

More than one type of test should be used to determine cell
viability in vitro studies, because it increases the reliability of the
results. Accordingly, we used the MTT salt assay and neutral red
assay. Neutral Red is based on the ability of viable cells to
incorporate and bind neutral red dye into the lysosomes, thereby
predicting the cytotoxicity through lysosomal activity (Repetto et
al., 2008). Nanoparticles F1, F2, F4 and F5 were cytotoxic to
Vero cell lineage and F5 to MDCK cell lineage by MTT, what
suggests that these nanoparticles interfere at cells mitochondrial
metabolism, and that Vero cells lineage is more sensitive to
cytotoxic effect of nanoparticles than MDCK lineage.

NR uptake by cells occurs through a process requiring energy,
being sensitive to substances that interfere with cell membrane
and lysosomal permeability as well as the process of energy-
dependent endocytosis (Repetto et al., 2008). The nanopatrticles
F4 and F5 showed cytotoxicity for both lineages by neutral red
assay, exhibiting a dose-dependent inhibition of cellular
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proliferation, probably by interference in cells lysosomal activity.
Comparing the two methods of cell viability, the nanoparticles
considered cytotoxic seem to promote changes in mitochondrial
activity and interference in lysosomal activity. There are also
evidences that the release of lysosomal contents to the cytosol
can initiate the cascade of apoptosis, also leading to release of
pro-apoptotic factors by mitochondria (Zhao et al., 2003).

To understand the mechanisms of the toxicity of nanoparticles to
cells, we investigated whether an oxidative stress was involved in
nanoparticles induced cell death. The generation of ROS was
evaluated by DCFH assay, and except F1 in Vero lineage, all the
nanoparticles induced oxidative stress, which could explain the
cytotoxicity of some nanoparticles to cells. As one of the toxic
mechanisms of nanoparticles, the generation of ROS seems to
be most widely studied (Park et al., 2008). There are some
reports that ROS production has been found in the cells treated
with different kinds and concentrations of nanoparticles, such as
TiO, (10 pg/mL) (Park et al., 2008; Shukla et al., 2011), carbon
black (30 pg/mL) (Foucaud et al., 2010), ZnO (5 pg/cm?) (De
Berardis et al., 2010), SiO, (25 pg/mL) (Wang et al., 2009),
among others. Oxidative stress has been proposed as a common
mechanism of cell damage induced by many types of
nanoparticles (Park et al., 2008). However, it is important to
remind that there is a complex system of enzymatic and non
enzymatic antioxidants to protect the organism against harmful
pro-oxidants (Reuter et al., 2010), and the increase in ROS
production, only without a proportional increase in the production
of antioxidants, can induce mitochondrial membrane permeability,
damage to the respiratory chain which may trigger the apoptosis
process (Valko et al., 2006). Then, although some lipid
nanoparticles tested here increase the generation of ROS, this
increase does not necessarily culminate in cell death.

In the same way, mitochondria have a crucial function controlling
the cell death process, besides they play a crucial role in
maintaining the bioenergetics status of cells (Szabo et al., 2011).
The impairment of mitochondrial function by nanoparticles can
have drastic consequences, upsetting the balance and cellular
functions (Teodoro et al., 2011). In this regard our results showed
that only the ROS generation by lipid nanoparticles F4 and F5
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seams to involve mitochondria in the process of cell death, they
decrease the mitochondrial membrane potential in Vero and in
MDCK cell lineages. The differences in cytotoxicity induced by
the nanoparticles between VERO and MDCK cell lineages is
probably due to the differences in the characteristic of the cell
lineages to respond to an oxidative stress for example. For this
reason we tested the formulations in two cell lineages and
assayed the cell viability monitoring different cell functions.

By flow cytometry we confirmed the cytotoxicity found with cell
viability assays and determined the kind of cell death. Cell
cultivation with F5 decreased the population of MDCK cells in
GO0/G1 and G2/M cell phase, which was accompanied by a
marked increase of a Sub/G1 population at 24h. Sub-G1 DNA
content refers to the proportion of apoptotic cells (Ormerod, 2002;
Yang et al., 2007).

In conclusion, the lipid nanoparticles studied here showed to be
biocompatible since only some of them showed a mild
cytotoxicity. Even the formulation F5 that showed to be more
cytotoxic between them, it seems to induce cell death with very
high concentrations, if we compare with the cytotoxicity induced
by metallic nanoparticles such as TiO, , that with 10 ug showed to
be cytotoxic to mitochondria (Freyre-Fonseca et al., 2011).
Additionally, even for the formulation F4 that also showed to be
cytotoxic, although less than the F5, the ICg, for cell viability is
very high, ~700 pg/mL for both cell lineages tested.

The reason of the higher cytotoxicity of the formulation F5 will be
further studied, however we have some evidences that is the
presence of SDS (sodium dodecyl sulphate). Recently, (Caon et
al., 2010) reported that nanoparticles produced with SDS are
more cytotoxic when compared with nanoparticles produced with
other surfactants. The SDS has shown an irritant potential in
compatibility tests carried out on cell culture particularly due to its
solubilizing ability of membrane lipids (Spiekstra et al., 2009).
However, it should be remarked that cytotoxic effects of
particulate carrier systems differ, depending on the cell lines
used, due to metabolic abilities (e.g. enzymes present) and
capabilities of these cell lines. Basically the nanoparticles tested
here are biocompatible if used at relatively low concentrations.
Further studies are required to elucidate the mechanism of action
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of these nanoscale structures, in order to determine the
implication of their increased and widespread use.
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