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RESUMO

As células-tronco mesenquimais sdo células indiferenciadas, que se autorenovam e
tem capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares como adipdcitos, condrécitos e
linhagens de osteoblastos. As células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TAs)
tem bom rendimento e sdo de facil acesso, o que as tornam vidveis para a engenharia de
tecidos e medicina regenerativa. O uso de nanomateriais também tem apresentado bons
resultados para estas aplica¢des, permitindo um melhor crescimento e reparacdo de tecidos ou
0ssos do corpo humano. A utilizagdo de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO;) em
conjunto com células-tronco apresentam um grande avango na terapia celular, possibilitando
procedimentos mais eficientes e rdpidos. Este trabalho teve como objetivo analisar a
capacidade de proliferacdo e viabilidade celular das CTM-TAs quando submetidas a quatro
concentracdes e temperaturas de sintese distintas de nanoparticulas de TiO,. As CTM-TAs
foram isoladas de material lipoaspirado (CEP n. 336.126) e caracterizadas por citometria de
fluxo. Realizou-se um ensaio de MTT para andlise de viabilidade celular das CTM-TAs frente
as concentragdes 35, 50, 100 e 250ug de nanoparticulas de TiO,, sintetizadas nas temperaturas
de 100, 500, 650 e 800°C. Para avaliar a proliferacdo celular foi feito o ensaio de Unidade
Formadora de Colonia (UFC) onde as CTM-TAs também foram submetidas as mesmas
concentracdes e temperaturas de sinteses das nanoparticulas de TiO, que o teste anterior. A
viabilidade e proliferacdo das CTM-TAs ndo apresentou alteracdo nas concentracdes de 5 e
50ug de TiO;, quando comparadas ao controle negativo, mas utilizando 100 e 250ug de TiO,
houve uma reducdo na viabilidade e proliferacdo celular estatisticamente significativa.
Portanto é possivel concluir que as nanoparticulas de TiO, em conjunto com as CTM-TAs nas
concentracdes de 5 e 50ug em qualquer temperatura de sintese (100, 500, 650 e 800°C) nao

alteram estatisticamente a viabilidade e proliferacdo das CTM-TAs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Células-tronco mesenquimais

As células-tronco sdo células indiferenciadas com a capacidade de autorrenovagdo, ou
seja, capazes de se multiplicar, mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma
reposicao ativa de sua populacdo de maneira constante nos tecidos. Além disso, é capaz de se
diferenciar em diversos tipos celulares, tais como osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos,
midcitos, hepatdcitos e células neuronais (BYDLOWSKI et al., 2009). As células-tronco
estdo classificadas em embriondrias e adultas e devido a questdes éticas, a utilizacdo de
células-tronco embriondrias tem sido limitada, o que faz com que o foco das pesquisas seja as
células-tronco adultas (WITKOWSKA-ZIMNY et al., 2011). As células-tronco embrionarias
sdo encontradas em embrides em formacao e as células-tronco adultas podem ser encontradas,
como por exemplo, na medula dssea, polpa de dente de leite e tecido adiposo (ZATZ, 2011).

Células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes nao hematopoiéticas
de origem mesodérmica, que estdo presentes em diversos Orgaos pods-natais e tecidos
conjuntivos (MIZUNO, 2012). Por ndo existirem marcadores especificos para CTMs, foi
necessdrio estipular um padrdo de caracteristicas para identifica-las. No ano de 2006, a
International Society for Cellular Therapy (ISCT) estabeleceu um critério de caracterizacao
para as CTMs como apresentar aderéncia ao plastico quando mantidas em cultura padrao,
morfologia semelhante a fibroblastos, expressdao dos antigenos (marcadores de superficie)
CD29, CD73, CD90 e CD105 e a ndo expressao dos antigenos CD34, CD45, CD14, CD79 e o
HLA-DR (KEATING, 2006). Vale ressaltar que ha diferenca na expressdo de alguns
marcadores de superficie, por influéncia de células acessorias nas passagens iniciais, fonte do
tecido, espécie, método de isolamento e cultura, como por exemplo, o antigeno CD106 que é

expresso em CTMs, mas ndo em células de lipoaspirado processado (CHAMBERLAIN et al.,



2007). Além destes marcadores, as CTMs também podem expressar CD13, CD29, CD166 e
derivados de fatores de crescimento de um receptor o (RANKIN, 2012).

O tecido adiposo € uma fonte abundante de células-tronco, sendo de fécil acesso e
considerado um bom reservatério de células-tronco adultas potenciais. Diversos trabalhos ja
demonstraram de maneira independente que as células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) podem se diferenciar in vitro em diversos tipos celulares, incluindo
adipdcitos, condrdcitos, ostedcitos, midcitos, hepatdcitos e células endoteliais, epiteliais e
neuronais, 0 que as tornaram muito vantajosas para a engenharia de tecidos (MITCHELL et
al., 2006). As CTM-TAs, como os outros tipos, apresentam caracteristicas biolégicas que
mostram grande potencial para promover reparo funcional em perdas teciduais como o infarto
do miocardio (MIYAHARA et al., 2006), perda 6ssea (LEE et al., 2009), isquemias renais e
neuropatias (ROUXA et al., 2011), além de tratar de defeitos traumadticos nos ossos e de
fistulas em pacientes com a doenca de Crohn (GENTILE et al.,, 2012). Também nao ha
nenhum risco de rejeicdo imunoldgica com células autdlogas derivadas do tecido adiposo
(KONNO et al., 2013).

Virios estudos pré-clinicos na medicina regenerativa em diversas dreas foram
realizados comprovando a eficacia do uso de CTM-TAs (MIZUNO, 2012). O tecido adiposo
contém um estroma de suporte que facilmente pode ser isolado (ZUK et al., 2002) e coletado
em abundancia sem provocar prejuizo ao doador (WITKOWSKA-ZIMNY et al., 2011) ou
desconforto ao paciente (MIZUNO et al., 2012), além de que, este tecido € normalmente
descartado em cirurgias, principalmente estéticas.

Como as células-tronco tem grande capacidade de se diferenciarem em diversos tipos
celulares, tornaram-se uma fonte atraente para terapias celulares, sendo consideradas como
uma nova ferramenta terapéutica para reparacdo ou regeneracdo de Orgdos danificados

(GHORBANI et al., 2013). Além disso, sao também capazes de modular as funcdes celulares



envolvidas nestes processos de reparacdo e a capacidade de regenerar um 6rgdo inteiro ou
regenerar partes de um tecido lesado conferindo a estas células um enorme potencial no

tratamento de diversas doencas (MACHADO et al., 2015).

1.2. Isolamento de CTM-TAs

E comum proceder ao isolamento das CTM-TAs por método enzimdtico utilizando a
enzima colagenase em busca de uma populacdo heterogénea de células (MARKARIAN et al.,
2013). Porém esse procedimento € considerado desfavoravel se for levado em consideracdo
seu alto custo e seu longo tempo de execucdo para um uso terapéutico, onde podera ser gasto
muito tempo e reagentes com valor significativo sem repetidos isolamentos. Além disso, a
metodologia de isolamento enzimdtico oferece grande risco de contaminacdo para o material
J4 que este procedimento envolve muitas etapas de manipulacdo e quando a quantidade de
lipoaspirado € pequena esse método ndo adquire CTMs suficientes para serem isoladas e
posteriormente caracterizadas (GHORBANI et al., 2013).

Segundo Ghorbani e seus colaboradores (2013), com esses pontos desfavoraveis na
utilizacdo do método enzimadtico para o isolamento das CTM-TAs, existem atualmente
métodos de isolamento ndo enzimético onde o isolamento das células-tronco mesenquimais €
realizado utilizando-se apenas soro fetal bovino. As vantagens de se utilizar o método ndo
enzimatico € devido a ripida execucdo do procedimento e seu baixo custo, além de conter

poucas etapas de manuseio da amostra, diminuindo possibilidades de contaminacao.

1.3. Nanomateriais e seus efeitos na terapia celular
De acordo com o Instituto de Fisica de Sao Carlos — Faculdade de Sao Paulo (USP), o
estudo com nanomateriais para a medicina regenerativa tem permitido, ao longo do tempo,

um melhor crescimento e reparacdo de tecidos, como tecidos 6sseos, devido a aplicagdo de



nanoparticulas. Atualmente, hd pesquisadores que recobrem préteses, sendo compostas de
titanio ou polimero, com camadas de nanoparticulas com hidroxiapatita. Assim, o processo de
crescimento dos tecidos 6sseos sobre as préteses ocorre de maneira bem mais rapida do que o
comum.

A nanobiotecnologia estd crescendo a uma taxa exponencial e com isso surgem
consequéncias benéficas e toxicoldgicas para a satde e para o meio ambiente (ARORA et al.,
2012). Segundo Cancino (2014), os estudos de padronizacdo e validacdo de nanoparticulas
dispersas em meios bioldgicos ja estdo sendo otimizados. As caracteristicas atraentes dos
nanomateriais levaram a aplica¢do de nanoparticulas de di6xido de titdnio (TiO,) na drea das
ciéncias da vida, assim como nas dreas da biotecnologia, farmacéutica, cosmética, téxtil
(IAVICOLI et al., 2011), industrias de papel, plastico, alimentos, embalagens, vernizes
(TUCCI et al., 2013) e tintas (PEREIRA, 2010), porém estudos indicam niveis de toxicidade
aguda e crOnica com o uso desse nanomaterial.

Estudos in vitro (acelular e celular) e de toxicidade in vivo utilizando modelos
apropriados (células, animais e plantas) sdo necessarios para avaliar os efeitos biologicos de
exposi¢cao aguda e crOnica dos nanomateriais € que poderia levar a toxicidade. A maioria dos
estudos atuais utilizam modelos in vitro e se concentram principalmente em pontos de
toxicidade que lidam com viabilidade celular, ou seja, a apoptose, necrose, entre outros. Estes
tipos de estudos sdo absolutamente necessarios (PETERSEN et al., 2010).

Ainda ndo € simples chegar a um consenso sobre a toxicidade das nanoparticulas de

TiO,. Este fato pode ser explicado pela toxicidade deste material ser afetada por um grande
numero de fatores, como as dimensdes e forma da particula, a sua drea superficial especifica,
a concentragdo, a polidispersibilidade e diversos pardmetros do meio como pH, concentra¢ao

i6nica, composic¢do, entre outros (PEREIRA, 2010).



Existem registos de estudos sobre aplicacdes de nanoparticulas na medicina que nao se
restringem a sua acdo bactericida, mas também o estudo de sua eficiéncia no tratamento ou
prevencao contra o cancer (SEO et al.,, 2007). Também hd estudos que mostram a
biocompatibilidade dessas nanoparticulas de TiO, em processos de terapia celular
favorecendo um crescimento dsseo significativo, demonstrando alta seletividade celular e
forte evidéncia de osteogénese (ALMEIDA, 2011).

Apesar dos avangos da nanomedicina em sistemas diagndsticos e terapéuticos, o
potencial efeito na saide humana devido a exposi¢do prolongada ainda nado foi estabelecido.
A limitada quantidade de informagdes acerca dos efeitos toxicos de nanomaterias faz com que
a nanomedicina enfrente vdrias questdes regulatérias em um processo complexo e
dispendioso, mas necessdrio, independentemente do nanomaterial ou aplicacdo (ALMEIDA,
2011).

A utilizagdo de nanoparticulas em conjunto com células-tronco, apresenta um grande
avango na terapia celular, possibilitando procedimentos mais eficientes e rapidos, como por
exemplo, em processos de regeneracdo Ossea. Porém, estudos sdo necessdrios com esses
nanomateriais para se conhecer o tempo, a dose e a temperatura de sintese ideal para a
utilizacdo em terapia celular, como € o caso do TiO,. Este projeto de pesquisa teve como
objetivo analisar a capacidade de proliferacdo e de viabilidade celular utilizando diferentes
concentracdes de nanoparticulas de TiO, sintetizadas nas temperaturas de 100, 500, 650 e

800°C em células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e cultura de células-tronco mesenquimais utilizando o método ndo enzimdtico

As células-tronco mesenquimais foram adquiridas por meio da obtencdo de material
doado por um médico associado ao projeto com consentimento de seu paciente e de acordo
com a aprovacdo do projeto de isolamento de células para o Comité de Etica (n° 336.126).
Assim, foi realizado o isolamento de células-tronco mesenquimais, que foram mantidas em
meio de cultura seguindo um protocolo de isolamento ndo enzimético.

O material lipoaspirado, cedido em duas seringas contendo um volume total de 60ml,
foi levado ao Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) e conservado no gelo. Para dar inicio ao procedimento, foi adicionado 30ml do
material lipoaspirado em trés tubos falcon de 50ml com cerca de 20ml de Soro Fetal Bovino
(SFB) e em seguida, centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos. Apds a centrifugacio, o
material foi mantido por cerca de 1 hora em repouso para que decantasse, possibilitando a
retirada da camada de sague (inferior) e 6leo (superior). Em seguida, foi adicionado o Tampao
Fosfato Salino (PBS 1x) até completar os 50ml do tubo falcon, afim de retirar a gordura
restante. A amostra foi centrifugada novamente a 1500 rpm e depois foi coletado um
fragmento de tecido adiposo e o mesmo colocado nos cantos das garrafas de 25cm?* de cultura
e cobertos com cerca de 2,5ml de SFB. Depois de 24hs, foi adicionado meio DMEM baixa
glicose com 20% de SFB cobrindo as amostras.

As garrafas de cultura priméria ficaram cerca de quinze dias em cultivo até atingirem
uma confluéncia (80% do fundo da garrafa coberto por células). Apds esta etapa, seguiu-se a

caracterizacao das células.

2.2. Caracterizagdo das células-tronco mesenquimais por Citometria de Fluxo



As células foram tripsinizadas e contadas na camara de Neubauer utilizando azul de
tripan. Preparou-se oito tubos contendo 1x10° células/tubo de citometria, devidamente
identificados. As células foram ressuspendidas em 1ml de meio DMEM completo (DMEM +
10% SFB). Em seguida, foi passado parafilme na boca dos tubos e colocados na incubadora
de CO, a 37°C por 1 hora.

Depois, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante cinco minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1ml de PBS/BSA 1% nas células,
homogeneizando manualmente e levando para a centrifuga novamente. Esta etapa do
procedimento € repetida por mais duas vezes.

Os marcadores adicionados nos tubos foram:

Tubo 1- Células-tronco sem marcagdo (controle negativo);

Tubo 2- Células-tronco marcadas com isotipos;

Tubo 3- Células-tronco marcadas com CD90 FITC;

Tubo 4- Células-tronco marcadas com CD146 PE;

Tubo 5- Células-tronco marcadas com CD184 PE;

Tubo 6- Células-tronco marcadas com CD105 APC;

Tubo 7- Células-tronco marcadas com CD45 PE e CD14 PECY7;
Tubo 8- Células-tronco marcadas com CD45 PE e CD90 FITC.

Os tubos foram incubados durante 30 minutos ao abrigo de luz, seguida por lavagem
com PBS e centrifugado a 1500rpm por cinco minutos, este procedimento foi repetido mais
uma vez.

As amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo Accuri.

2.3. Ensaio de viabilidade celular MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio)



Para a realizacdo da técnica de MTT foi necessdrio cultivar as células-tronco
mesenquimais até atingirem 80% de confluéncia em uma garrafa de 75cm” de cultura. Em
seguida, as células foram tripsinizadas, coradas com azul de tripan e contadas na camara de
Neubauer e assim, distribuidas em uma placa de 96 pocos, contendo em cada pogo 2x10* de
células em 200ul de meio DMEM a 10% de SFB e incubadas por 24hs na incubadora de CO,
para aderéncia e estabilizacdo das células na placa.

As células foram submetidas a quatro dosagens diferentes de nanoparticulas de TiO, —
5, 50, 100 e 250ug em solugdo. Essas nanoparticulas foram sintetizadas pela Profa. Dra.
Anielle Christine Almeida Silva e o Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas no Laboratdrio de Fisica
da UFU, onde as estruturas, formas e tamanhos desse material sdo determinados de acordo
com as temperaturas em que sao tratadas.

Neste projeto de pesquisa as nanoparticulas de TiO, utilizadas foram sintetizadas nas
temperaturas de 100, 500, 650 e 800°C e em cada temperatura tem-se um didmetro € uma
porcentagem de fase polimorfica diferente. A literatura também traz essas fases nomeadas
como nanocristais (IAVICOLI et al., 2011). As fases sao de trés formas distintas — Anatase,
Rutila e Brookite (Figura 1) — que, sozinhas ou associadas entre si, constituem as

nanoparticulas.



http://www.infis.ufu.br/profile?cod=78

Figura 1: Fases que compde as nanoparticulas de TiOs.

As nanoparticulas na temperatura de 100°C (durante 24hs) atinge o didmetro de 4,4um
com 100% de sua estrutura constituida por anatase; em 500°C (durante 24hs) o diametro € de
8,5um com 91,06% de anatase e 8,94% de rutila; em 650°C (durante 24hs) o didmetro ¢ de
32pum com 35,44% de anatase e 64,56% de rutila e em 800°C (durante 24hs) o didmetro ¢ de
44, 1pm com 84,07% de rutila e 15,93% de brookite.

Além das concentracdes e temperaturas, neste experimento foram estabelecidos trés
controles: controle positivo com células-tronco e meio DMEM a 10% de SFB; controle
negativo com células-tronco € 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) que provoca a morte celular

em temperatura ambiente; e o branco que continha apenas meio DMEM a 10% de SFB, para
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analisar se o meio ndo interferia nos resultdos. Cada teste (concentragdo, temperatura e
controles) foram feitos em triplicata para diminuir a possivel margem de erro dos resultados

(Figura 2).

Concentragdes - pg

9090 @00 OO0

Controle ~ Controle - Branco

Figura 2: Layout da placa de 96 pogos para realizagio do teste de MTT.

Ap6s as células ficarem incubadas por 24hs, o meio foi trocado e foi adicionado nos
pogos as nanoparticulas de TiO,, sendo que a quantidade foi de acordo com as concentragdes
trabalhadas. As células ficaram sob o efeito das nanoparticulas por 24hs e ao encerrar esse
periodo elas foram lavadas com PBS para retirar o excesso de nanoparticulas e em seguida,
foi adicionado meio DMEM a 10% de SFB com 20ul de solu¢do de MTT diluido em PBS e
incubado por 4hs a temperatura ambiente.

Ao término da incubagdo, foi adicionado sobre as células S0ul da solugdo de SDS/N-
dimetilformamida para interromper a acdo do MTT e a placa foi envolvida com papel
aluminio para que o contato com a luminosidade fosse reduzido. A placa ficou incubada por
mais 24hs e em seguida, foi realizada a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 570nm.
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2.4. Unidade Formadora de Colonias — Teste de clonogenicidade

Neste ensaio as células utilizadas foram descongeladas, centrifugadas a 1500rpm e
colocadas em garrafa de 25cm® de cultura com 5ml de meio DMEM a 10% de SFB até
alcancarem 80% de confluéncia. Em seguida, as células foram distribuidas em trés placas
contendo seis po¢os cada, onde em cada poco foi adicionado 1x10* de células com 2ml de
meio DMEM a 10% de SFB e colocadas na incubadora de CO, por 24hs para adesdo das
células na placa.

Nesta metodologia também foram testados as quatro temperaturas em que as
nanoparticulas de TiO, foram sintetizadas — 100, 500, 650 e 800°C — onde cada temperatura
foi submetida a quatro concentracdes diferentes — 5, 50, 100 e 250ug —, além disso, foi
estabelecido um controle positivo somente com células e sem nanoparticulas. Apds as células
ficarem 24hs incubando, o meio de cultivo foi trocado e em cada poco foi adicionado 2ml de
meio DMEM a 10% de SFB com o tratamento (nanoparticulas em concentragdes diferentes
de cada temperatura estipulada). O controle se manteve com o meio completo sem
nanoparticulas.

O meio de cultura contendo nanoparticulas dos pogos foi trocado a cada trés dias de
cultivo, sendo lavados com PBS entre uma troca e outra para a retirada do excesso de
nanoparticulas para ndo ocorrer erro de leitura. Depois de cultivar as células nas placas por
15 dias, as células foram fixadas com acetona e metanol por 20 minutos e depois coradas em
solucdo de cristal de violeta 1%, por 10 minutos. Em seguida, as colonias foram observadas e

contadas em microscopia Gtica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento, cultura e caracterizacdo de CTM-TAs

Através do protocolo de isolamento ndo enzimdtico de CTM-TAs obteve-se uma
cultura de células com morfologia semelhante a de fibroblasto em monocamada e aderentes
ao pldstico, ja4 cumprindo com os primeiros requisitos para caracterizacdo das células-tronco

mesenquimais (Figura 3).

Figura 3: Morfologia das CTM-TA em segunda passagem, evidenciando suas caracteristicas de adesdo a
garrafa e distribuicio em monocamada com 80% de confluéncia (A) e 100% de confluéncia (B). Fotografia
obtida através de microscopia eletronica nos aumentos de 10x e 4x, respectivamente.

As CTM-TAs foram também caracterizadas pela avaliacdo de seus marcadores de
superficie utilizando a técnica de citometria de fluxo apresentando os resultados de presenca e
auséncia dos antigenos, de acordo com o determinado pela ISCT (KEATING, 2006). Os
marcadores de superficie CD90 e CD105 foram expressos (Figura 4), sendo que CD90 foi

expresso em mais de 90% da populagdo celular quando comparado ao CD45 (Figura 5)



CDS0+: M2 cort isotipo A03 odS0
g GATE " (P2 in all)
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Figura 4: Andlise dos marcadores CD90 e CD105 nas CTM-TAs por citometria de fluxo.
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Figura 5: Analise da expressdo do marcador CD90 em mais de 90% da populagio de

CTM-TAs por citometria de fluxo.
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Os marcadores de superficie CD14, CD146 e CD184 ndo foram expressos conferindo

os requisitos de identificacdo e caracterizagdo de CTMs de acordo com os critérios

estabelecidos pela ISCT (Figura 6)
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Figura 6: Andlise dos marcadores CD14, CD146 e CD184 nas CTM-TAs por
citometria de fluxo.

3.2. Ensaio de viabilidade celular MTT

Este experimento visou avaliar a porcentagem de viabilidade das CTM-TAs quando
submetidas a diferentes tipos (forma de sintese identificadas pela temperatura) e
concentragdes de nanoparticulas de TiO,.

Apoés a quantificacdo da viabilidade celular em porcentagem, os dados obtidos do
experimento foram submetidos a andlises estatisticas pelo método Two Way Anova
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. As andlises estatisticas foram feitas comparando
a viabilidade celular entre todas as concentragdes e controles dentro de cada temperatura

individualmente. Nas temperaturas de 100, 500, 650 e 800°C as concentragdes de 5, 50 e
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100p g, incluindo o controle positivo, tiveram diferengas significativas quando comparadas

com a concentragdo de 250p g (Figura 7).
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Figura 7: Andlise da viabilidade celular na presenca de nanoparticulas de TiO, nas temperaturas de 100, 500,
650 e 800°C nas concentracdes de 5, 50 e 100pg com relacio a concentracdo de 250ug.
*: P <0,05; ¥ P < 0,01; ***: P <0,001.

Porém na temperatura de 800°C, além das diferengas significativas ja mencionadas,

houve diferenga significativa entre as concentragdes de 5 e 100pg (Figura 8).
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Figura 8: Andlise da viabilidade celular na presenca de nanoparticulas de TiO, na temperatura de 800°C
entre as concentracdes de 5 e 100 pg.
*: P < 0,05; #: P <0,01; #**: P <0,001.

No trabalho desenvolvido por Iavicoli et al. (2011) fica evidente que existem diversos
trabalhos de estudos in vitro envolvendo nanoparticulas de TiO,, tendo como umas das
principais avaliagdes para determinar sua toxicidade o teste de MTT (ZHU et al., 2009;
WADHWA et al., 2011; ONGL et al., 2014), mesma metodologia utilizada neste trabalho.

De acordo com Lupu et al. (2013), € de grande importancia a realiza¢do de outros
testes, além do MTT, para avaliar a viabilidade celular que sdo expostas a um determinado
nivel de toxicidade de nanomateriais de TiO,, pois no testte de MTT podem ocorrer
interferéncias colocando em ddvida os resultados. Devido a essas divergéncias e supostas

davidas nos resultados em experimentos de MTT, foi realizado também nesta pesquisa o teste

de clonogenicidade confirmando os resultados do teste de MTT nesta pesquisa.

3.3. Unidade formadora de colonia — Teste de clonogenicidade

Neste experimento foi analisada a capacidade de clonogenicidade das CTM-TAs, ou
seja, o quanto o desenvolvimento e multiplicacdo celular sdo comprometidos quando
submetidas as nanoparticulas de TiO, em concentragdes e temperaturas de sinteses diferentes,

através da formacdo de colonias (Figura 9).
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Figura 9: CTM-TA em formacio de coldonia (minimo 50 células/col6nia) com

nanoparticulas de TiO, depois de 15 dias em cultura celular.

As unidades formadoras de coldnias originam-se de uma udnica célula sendo
consideradas clonadas (PARENT- MASSIN, 2001).

No ensaio de clonogenicidade € possivel analisar diferentes expressdes provocadas
pelo efeito toxicoldgico. Estes efeitos toxicos podem se apresentar através da morte celular,
por bloqueios, e diminui¢do ou aumento do nimero de mitose e como consequéncia,
alterando o nimero de col6nias formadas no final do experimento. Também € possivel
analisar interacoes dos fatores que podem afetar as comunicagdes intercelulares
(NASCIMENTO, 2006).

Ap6s andlise dos resultados observou-se que a concentragdo de Spug nas temperaturas
de 100 e 500°C, ndo se mostrou toxica ja que o nimero de colonias formadas foi elevado se
comparada com as outras concentracdes e temperaturas. Com excec¢do da concentracdo de
50ug na temperatura de 800°C, que também ndo expressou muita toxicidade na formagio de
colonias. Nas concentragdes mais altas, 100 e 250pg, ficou evidente que as nanoparticulas de

TiO, sdo prejudiciais ao desenvolvimento celular (Figura 10).
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Figura 10: Quantidades de coldnias contadas de acordo com as concentragdes e temperaturas em que as
nanoparticulas de TiO, foram sintetizadas.

E possivel observar apés andlise estatistica utilizando a metodologia Two Way Anova
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0, que houve diferenga significativa em relagdo a
quantidade de col6nias formadas de acordo com a concentragdo e temperatura de sintese das
nanoparticulas utilizadas.

Foi observado que apenas em duas temperaturas, 500 e 800°C, houve uma diferenca

significativa entre as concentracdes de 5 e 250ug e entre 50 e 250u g, respectivamente (Figura

11).
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Figura 11: Quantificagio da Unidade Formadora de Coldnia nas temperaturas de 500°C e 800°C entre as
concentracdo de 5 e 250ug e 50 e 250p g, respectivamente.
*: P < 0,05.
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As nanoparticulas TiO, em concentragdes mais elevadas como mostrado neste
trabalho, 100 e 250u g, se mostraram invidveis. Por se encontrarem em maior quantidade, elas
podem se aglomerar perdendo sua estruturagdo nanométrica, alterando assim sua
caracterizacdo e se tornando mais téxica. Um material s6 poder ser nomeado como
nanoparticula se 0 mesmo apresentar caracteristicas diferentes das iniciais, como propriedades
magnéticas, bioldgicas e estruturais, quando comparadas em tamanho maior (BORM et al.,
2006; NEL et al., 2006). Na literatura existem trabalhos que mostram que caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas estdo diretamente associadas aos seus efeitos bioldgicos
(DONALDSON et al., 2004; TSUIJI et al., 2006) e as nanoparticulas de TiO, tem um efeito
toxicolégico muito diferente do seu perfil homoélogo a granel JAVICOLI et al., 2011).

Foi possivel observar que as nanoparticulas, quando em menor concentracdo, eram
pouco visiveis em cultura com as CTM-TAs (Figura 12), mas quanto maior foi a
concentragdo de nanoparticulas de TiO, — 50, 100 e 250ug — mais se aglomeraram ficando

evidente sua apari¢do junto as CTM-TAs (Figuras 13, 14 e 15, respectivamente).




Figura 12: CTM-TAs em cultivo submetidas a concentrac@o de Spg de nanoparticulas de TiO,.
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Figura 13: CTM-TAs em cultivo submetidas a concentracio de 50u g de nanoparticulas de TiO,.
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Figura 14: CTM-TAs em cultivo submetidas a concentracdo de 100pg de nanoparticulas de TiO,.
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Figura 15: CTM-TAs em cultivo submetidas a concentracdo de 250ug de nanoparticulas de TiO,.

Em ambos os testes que avaliaram diferentes concentracdes em quatro temperaturas de
sinteses de TiO,, foi possivel observar que a utilizagdo de baixas concentracdes de
nanoparticulas de TiO, s@o mais vidveis e seguras quando os fatores relevantes sdo a
viabilidade e o desenvolvimento/multiplicagdo celular em CTM-TAs. H4 estudos que
reforcam que o TiO» apresenta baixa toxicidade (ILST RISK SCIENCE INSTITUTE, 2000) e
quando em particulas ultrafinas — 20 a 80nm — tem maior atividade bioldgica (BAGGS,
1997).

Como j4 mencionado anteriormente as nanoparticulas de TiO, apresentam trés
estruturas distintas: anatase, rutila e brookite, sendo as duas primeiras as mais comuns, uma
vez que brookite ¢ instivel (PORTO, 2008). Neste trabalho ficou evidente que as
nanoparticulas sintetizadas nas temperaturas de 100 e 500°C os resultados, de modo geral,
foram melhores, mostrando que essa forma de sintese com anatase pura ou anatase associada
a rutila, respectivamente, influenciaram pouco na viabilidade e proliferagdo das CTM-TAs.
Porém, Sayes et al. (2007) avaliaram in vitro a toxicidade do TiO, em anatase, rutila e anatase

associada a rutila em células epiteliais e fibroblastos nas concentragdes de 3 e 30ug e

concluiram que as particulas de anatase foram mais toxicas do que as de rutila.
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Porto (2008) menciona que a forma brookite € estdvel apenas em baixas temperaturas
e por isso, ndo é muito utilizada, mas neste trabalho foram utilizadas nanoparticulas de TiO,
que foram sintetizadas a 800°C associando rutila com uma baixa quantidade de brookite e
mostrando que € possivel sua utilizacdo em baixa concentra¢do sem alterar a viabilidade (5 e
50ug) e prolifera¢do (50ug) das CTM-TAs.

Com estudos apontando resultados tdo diversos quanto a ideal forma de sintese dessas
nanoparticulas de TiO,, se torna necessdrio pesquisar mais a fundo os efeitos toxicos
provocados pelas nanoparticulas, principalmente em relagdo as suas caracteristicas estruturais,
que segundo alguns autores, € o primeiro passo para entender completamente os efeitos
negativos das nanoparticulas de TiO, (SAYES et al., 2007; IAVICOLI et al., 2011). A
classificacdo das nanoparticulas quanto a sua sintese deve ser homogénea para estudos futuros
a fim de esclarecer as propriedades fisico-quimicas dos nanocristais de TiO, e determinar seus

efeitos toxicolégicos (JAVICOLI et al., 2011).
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4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste trabalho é possivel concluir que ao utilizar
nanoparticulas de TiO; nas concentragdes de 5, 50 e 100ug ndo provoca interferéncias na
capacidade de viabilidade das CTM-TA, se mostrando menos agressivas. J4 com relacio ao
teste de clonogenicidade, as nanoparticulas de TiO, na concentragdo de 5ug nas temperaturas
de sinteses de 100, 500 e 650°C e a concentragdo de S0ug na temperatura de sintese de 800°C
se demonstraram vidveis também ndo provocaram interferéncia no desenvolvimento das

CTM-TAs.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados desta pesquisa conseguiram determinar as concentracdes mais
adequadas e seguras de nanoparticulas de TiO, associadas a CTM-TA, auxiliando futuros
estudos a serem realizados pelo GEP-CT (Grupo de Estudos e Pesquisas em Células-tronco),
onde j4 estd sendo desenvolvido dois projetos de pesquisa (Mestrado) envolvendo andlises in
vitro da capacidade de diferenciacdo 6ssea das CTM-TA associadas a nanoparticulas de TiO,
e um projeto (Doutorado) envolvendo andlises in vivo da utilizagdo de CTM-TAs associadas

a nanoparticulas de TiO; na regeneragdo Ossea.
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