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RESUMO

As nanoparticulas possuem diversos usos de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas apresentadas em seus variados tamanhos. Podem estar presentes em diversos
produtos de uso no cotidiano. As nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO;) e 6xido de
zinco (Zn0O), por exemplo, por apresentarem capacidade de absor¢do e reflexdo do
espectro ultravioleta (UV) s3o utilizadas em protetores solares. Embora sejam usadas
em larga escala, as interagdes destas nanoparticulas com a pele humana podem causar
danos e esse efeito deve ser estudado. Assim, o presente estudo visa avaliar a toxicidade
destas nanoparticulas, em suas versdes dopadas e ndo dopadas com europio, em cultura
de células de queratindcitos humanos (HaCat), com a finalidade de observar a alteragao
morfoldgica celular desencadeadas por essas nanoparticulas e se hd producdo da
citocina interleucina 8 (IL-8), citocina altamente secretada por esse tipo celular em
processo inflamatorio. As células foram incubadas por 24 horas com as nanoparticulas
de TiO,eZnO nas concentragdes 0,1; 1; 10 e 20 pg/mL. A analise morfologica em
microscopia de contraste de fase ndo mostrou alteracdo na morfologia das células em
nenhum dos tratamentos com as diferentes concentragdes testadas. O tratamento das
c¢lulas HaCat com as nanoparticulas ndo estimulou a produgdo de IL-8, indicando que
as nanoparticulas ndo provocaram uma inflamacao em células HaCat. Os dados sugerem
que estas nanoparticulas ndo possuem carater toxico as células HaCat, visto que em
nenhum dos tratamentos apresentou alteragdes na viabilidade celular. No entanto, testes
adicionais sdo necessarios para confirmar a concentragdo maxima que pode ser utilizada
dessas nanoparticulas sem alterar a viabilidade desses tipos celulares. Com base nesses
dados, novos ensaios podem ser realizados para avaliar se essas nanoparticulas

apresentam carater fotoprotetor apos exposicao a radiagao ultravioleta.

Palavras-chave: Dioxido de titanio, eurdpio, HaCat, nanoparticulas, 6xido de zinco.
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1 INTRODUCAO

1.1 Irradiancia solar e fotoprotetores

Grande parte da extensao territorial do Brasil esta localizada na regido intertropical do
planeta. Na Figura 1 Pereira ef al.(2017) mostra a irradidncia global horizontal diaria
recebida. Ela ¢ definida como taxa de energia total por area que incide sobre uma superficie

horizontal.
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Figura 1: Taxa de irradiancia global horizontal recebida diariamente no Brasil montado a partir da
média anual de cada localidade (PEREIRA et al., 2017).

Parte do espectro solar irradiado ¢ composto pela radiagao ultravioleta (UV) e estudos
mostram que ela é o principal agente causador dos canceres de pele. A radiagdo UV ¢ dividida
em radiagdoes UVA, UVB e UVC, sendo que esta ultima nao possui interacao danosa com a
superficie da pele. Apesar da radiagdo UVA compor 95% do espectro UV, sua capacidade
carcinogénica, em outras palavras, capacidade de induzir o surgimento de cancer, ¢
relativamente baixa quando se comparado a radiacdo UVB, cerca de 10.000 vezes menor. Os
raios UVB, apesar de constituirem apenas 5% do espectro, tétm um alto potencial
carcinogénico e sdo capazes de danificar o DNA por formar dimeros de pirimidina
ciclobutano e fotoprodutos pirimidina-pirimidina, contribuindo ainda com mutagdes no gene

pS53 (TYAGI et al., 2015), além de induzir a formagao de EROs.



Atualmente diversos protetores solares possuem em sua composi¢do nanoparticulas
capazes de amenizar a agressao causada na pele pelos raios UV, como nanoparticulas de
Oxido de Zinco (ZnO) e de Dioxido de Titanio (TiO), por bloquearem a penetragdo da
radiacdo UV (DRANSFIELD, 2000).

1.2 Pele

A pele desempenha fungdes vitais a sobrevivéncia dos animais, como protecdo a
desidratacao, armazenamento de moléculas como carboidratos e gorduras, atividade sensorial
a estimulos como dor e frio que sdo de extrema importancia para manter a integridade do
corpo, participa da producdo da vitamina D3 e da termorregulacdo. Além disso, atua como
uma eficiente barreira contra estresses ambientais, como atrito e acao da radiagao ultravioleta
(UV) (VISSCHER, 2009; SODRE et al, 2004).

E composta por trés camadas principais: a epiderme, a derme e a hipoderme ou
camada subcutinea, sendo esta ultima ligada aos 6rgaos e onde se encontra o tecido adiposo.
A epiderme ¢ subdivida em estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato
basal. O estrato corneo ¢ a camada mais exterior da pele e ¢ composto por queratindcitos em
seu estagio final de diferenciacdo. As células desta camada ndo possuem nucleo e sao
altamente queratinizadas, o que confere protecdo ao meio exterior. Proximo ao estrato corneo
encontra-se o estrato granuloso, onde se € possivel notar granulos de querato-hialina nas
células. Estas células ainda sdo capazes de sintetizar proteinas relacionadas ao processo de
queratinizagdo e secretam no meio extracelular diversos lipideos, que promovem uma barreira
a perda de gua (SODRE et al, 2004).

Mais internamente encontra-se o estrato espinhoso, onde os queratindcitos apresentam
uma forma poliédrica. Filamentos de citoqueratina e projegdes curtas ligadas por
desmossomos sdo perceptiveis, o que confere a esta camada um aspecto espinhoso em cortes
histolégicos. Nessa camada celular também estdo presentes as c€lulas de Langerhans, células
dendriticas capazes de fagocitar invasores e apresentar antigenos derivados deles em sua
membrana plasmatica para reconhecimento e ativacdo do sistema imune, constituindo a
primeira barreira caso o estrato corneo seja rompido (SODRE et al, 2004).

Na camada mais interna da epiderme estd o estrato basal ou germinativo que recebe
esse nome devido & grande atividade mitética que nele se encontra. E dele que partem os
queratindcitos que irdo se diferenciar até chegar a camada mais externa. Os melandcitos
também estdo no estrato basal e possuem a fun¢do de protecdo contra a radiacdo UV por meio

da melanina, molécula da qual se derivou seu nome. Ao serem estimulados com radiacao UV
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os melandcitos transportam a melanina para o nicleo das células epidérmicas com o proposito
de proteger o DNA (VISSCHER, 2009; SODRE et al, 2004).

Na derme estdo presentes os vasos sanguineos e linfaticos, anexos cutaneos e
terminagdes nervosas. E dividida em derme papilar, que contem fibras elasticas que conferem
elasticidade a pele, e derme reticular, onde fibras de colageno promovem protecdo ao

estiramento (SODRE et al, 2004).

1.3 Apoptose em queratindcitos

Dentre os diversos processos que mantém a homeostase do corpo, a apoptose destaca-
se com grande importancia estando diretamente ligada ao crescimento, desenvolvimento e
manutengdo de tecidos. Estima-se que em um individuo adulto cerca de 50 bilhdes de células
entram em processo apoptotico todos os dias. Quando se trata da pele, a apoptose se torna um
processo crucial, visto que, a proliferacdo celular e migracao de células da camada mais
interior até o estrato corneo dependem deste processo. Além disso, ¢ um processo vital no que
se tange a eliminagdo de células que tenham acumulado mutacdes ou que tenham sofrido
danos ao DNA cujo reparo ndo foi possivel (RAJ; BRASH; GROSSMAN, 2006).

Ao longo da vida nossos corpos sdo expostos diariamente a diferentes compostos
quimicos: benéficos, alguns sem qualquer tipo de agdo e outros extremamente perigosos a
saude. A pele, como principal interface entre o ambiente e o corpo, estd sujeita a diversas
injurias promovidas por tais compostos e a apoptose atua eliminando as células danificadas.
Um agente nocivo quando em excesso ¢ a radiacdo UV. As células da pele, quando
estimuladas com radiacdo UV em doses altas e por longo periodo de exposi¢ao, produzem e
acumulam radicais livres, como espécies reativas de oxigénio (EROs). Esses radicais livres
sdo capazes de interagir e danificar e 0 DNA. Quando a propria célula ndo consegue reparar o
dano causado em seu material genético, ela inicia o processo de apoptose para impedir que
esse dano seja replicado durante a proliferacdo celular. O dano ao material genético pode
causar uma mutagdo particular no gene p53, responsavel por codificar uma proteina de
mesmo nome. A proteina p53 atua diretamente no ciclo de divisdo celular, impedindo que a
mesma ocorra caso exista algum dano irreparavel no DNA. Alteragcdes na p53 podem causar
resisténcia a apoptose e consequentemente promover proliferacao celular descontrolada a
partir de uma célula fora do seu estado integro (SILVA et al., 2013).

Com base em estudos ja publicados sabe-se que a expressdao do mRNA que codifica a
interleucina 8(IL-8) em queratindcitos humanos ¢ aumentada mediante exposi¢ao a radiacao

UVA, que expressa essa citocina 3 horas pos exposicao. Esta citocina além de possuir
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atividade pré inflamatoria (WU et al., 2008) estd também relacionada a algumas doencas

dermatoldgicas, como a dermatite atopica (AMARBAYASGALAN et al., 2013).

1.4 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ uma area multidisciplinar da ciéncia que trabalha com o
desenvolvimento e aplicagdo de diversos materiais, sistemas e componentes na escala
nanométrica variando entre 0,1 a 100 nm (SAHOO; LABHASETWA, 2003). Sua
aplicabilidade ¢ vasta. Na area alimenticia pode estar presente em nanoparticulas sélidas
lipidicas, nanoemulsdo, nanoencapsulamento e até mesmo em embalagens com seus
polimeros convencionais substituidos por nanocompésitos (ASSIS et al., 2012).

As nanoparticulas t€ém um grande destaque devido as caracteristicas fisico-quimicas
que seus compostos apresentam em escala nano,sendo sintetizadas e estudadas para diversos
fins. Nanoparticulas de TiO, estdo sendo utilizadas junto com agua como nanofluido para
transferéncia de calor em processos industriais na metalurgia, quimica e geracao de energia. A
transferéncia ¢ dada por meio de um composto intermediario que ird transportar o calor de
uma fonte quente para uma fonte fria e geralmente se usa dgua ou etileno glicol, porém ambos
possuem baixa capacidade térmica quando comparados com so6lidos de mesmo uso. Porém, a
elaboragdo de um nanofluido com agua, nanoparticulas de TiO, e estabilizantes permite um
aumento na eficiéncia deste processo (ESFE et al., 2017). Nanoparticulas de N-
trimetilquitosana  utilizadas como nanocarreadores para aciclovir mostrou uma
potencializacdo na biodisponibilidade da droga em testes in vivo e ex vivo realizados em ratos
Wistar (MEDIKONDURI et al., 2016). Além disso, podem atuar também como adjuvante em
vacinas, onde o grau de hidrofobicidade da nanocépsula que leva o antigeno define a
capacidade da resposta imune que serd promovida (SHIMA et al., 2013).

Células epiteliais secretam vesiculas extracelulares contendo anexina Al, uma
proteina de carater anti-inflamatorio capaz de regenerar a mucosa intestinal. Dessa forma, a
administracdo de anexina Al exdgena encapsulada em nanoparticulas poliméricas foi capaz
de acelerar feridas no intestino murino induzidas por bidpsia e sua aplica¢do sistémica
acelerou recuperacdo de feridas causadas por colite induzida, sugerindo que essa possa ser
uma estratégia de tratamento para doencas cronicas intestinais (LEONI ef al., 2015).

Trabalho feito com “nanoclusters” de ouro (Au-NCs) associados a cisteina averiguou
um novo processo de sintese deste composito para promover maior estabilidade. Au-NCs sao
biomarcadores com baixa toxicidade, boa biocompatibilidade, propriedades luminescentes

com potencial candidato a substituto para quantum dots. Podem ser utilizados em conjunto
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com cisteina para diagnosticos para diversas doencas, como edema de figado e cancer de
mama, mas a conjugacao com a cisteina resulta em um composito de baixa estabilidade. Este
trabalho conseguiu sintetizar o compoésito com estabilidade de 6 meses, tempo consideravel
que pode viabilizar seu uso (BORGHEI; HOSSEINI; GANJALI, 2017).

Com base nesses estudos ¢ possivel observar que a nanotecnologia e, em especial o
desenvolvimento de nanoparticulas, ¢ de extrema importdncia para o desenvolvimento
nanobiotecoldgico atual com diversos usos na area biomédica destacando a aplicagdao de
nanocarreadores de drogas, adjuvantes vacinais e elaboracdo de novos métodos de diagnostico

com aplicabilidade no tratamento de doengas.

1.5 Nanoparticulasde ZnO

Nanoparticulas de ZnO tém sido largamente utilizadas em diversas areas da indUstria
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sua propriedade fotocatalizadora faz com que
essas nanoparticulas possam ser utilizadas em processos de biorremediagao de agua presente
em medicamentos. Devido a sua capacidade de absorver e refletir a radiagdo UV, essas
nanoparticulas se tornaram um excelente componente para fotoprotetores. Em forma de pé
podem ser utilizadas em pigmentos, vidros e até mesmo como fonte de Zn em alimentos
(HOFFMANN et al., 1995).

Nanoparticulas de ZnO possuem atividade antimicrobiana e quando associadas na
proporcao de 1:1 com &cido citrico se mostraram um promissor ingrediente para prevengado e
tratamento de acne causada pela bactéria Propionibacterium acnes(BAE; PARK, 2016). Acao
antibacteriana também foi mostrada contra Staphylococcus aureus com a atividade inibitoria
inversamente proporcional ao tamanho da nanoparticula (RAGHUPATHI; KOODALI;
MANNA, 2011).

Tratamentos com nanoparticulas de diversos 6xidos, incluindo o ZnO, em culturas de
células de mesotelioma humano MSTO-211H e fibroblasto 3T3 de roedor mostraram que
todas as células de ambas linhagens tratadas com nanoparticulas de ZnO morreram depois de
uma exposicdo em concentracdes acima de 15ppm, sugerindo que a toxicidade do ZnO se
deve ao fato da liberacdo de Zn*" solubilizado no meio (BRUNNER et al., 2006).

Embora existam estudos avaliando a toxicidade das nanoparticulas d ZnO, nem todos
eles tétm como foco a fototoxicidade, ou seja, o qudo tdxicas essas nanoparticulas podem ser
quando expostas a luz, algo pertinente uma vez que elas sdo encontradas em formulac¢des de
fotoprotetores. Em 2011 uma pesquisa utilizando nanoparticulas de ZnO no nematodide

Caenorhabditis elegans nas condi¢des de iluminacao artificial e iluminagao natural avaliou tal
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perspectiva. As nanoparticulas de ZnO possuem um gap energético de 3,37 eV (elétron-volt),
0o que corresponde ao comprimento de onda de 368 nm, e ao serem excitadas com
comprimentos de onda inferiores a esse valor interagem com H,O formando radicais
hidroxilas, e com o O,, reduzindo-o a ions superoxidos, ambos EROs de extrema reatividade
nas células. O trabalho mostrou que a iluminacdo natural promoveu um dano maior em
relacdo a iluminacdo artificial na presenca das nanoparticulas em ambos os casos que essa
fototoxicidade esta diretamente correlacionada a produg¢ao de EROs (MA et al., 2011).

O fato de se ter pouca informacao sobre a capacidade de penetragao das nanoparticulas
de ZnO na pele intacta, torna seu uso preocupante e se faz necessario avaliar tal processo

(VINARDELL et al., 2017).

1.6 Nanoparticulas de TiO,

As nanoparticulas de TiO, possuem propriedades fotocataliticas interessantes para
tratamento de agua com compostos organicos. Estudos mostram que sua forma cristalina ¢
capaz de degradar azul de metileno presente na dgua quando expostos a radiacdo UV, e tal
efeito pode ser maximizado quando a nanoparticula é dopada com Fe®* (SOOD et al., 2015)
ou dopada com Fe*' e incrustada com nanoparticulas ainda menores de ouro (Au) (PAL;
KRYSCHI, 2016). Testes realizados com nanoparticulas de TiO, dopadas com nitrogénio
também se mostraram promissores (AZIZI; MOLANI, 2016). Um outro estudo mostrou ainda
que essas nanoparticulas podem ser utilizadas em matriz polimérica para separagdo de gases,
gerando um poliestireno de alto impacto e baixo custo (SAFAEL; MARJANI; SALIMI, 2016).

Apesar da baixa toxicidade das nanoparticulas de TiO,, o potencial carcinogénico
destas nanoparticulas ja havia sido mostrado por Lee, Trochimowicz e Reinhardt (1985), que
estudaram a resposta pulmonar de ratos quando expostos a estas nanoparticulas em um
intervalo de 2 anos. Por outro lado, estudos mostram que sua capacidade de penetracdo na
pele intacta ¢ minima atingindo apenas as camadas mais externas do estrato corneo (SENZUI
etal., 2010).

Assim como as nanoparticulas de ZnO, as nanoparticulas de TiO, tém um amplo uso e
estd presente em diversos produtos como pasta de dentes, tratamentos para acne e em
fotoprotetores por terem uma boa capacidade de reflexdo da radiagdo UV (CROSERA ef al.,
2015). Um estudo mostrou que um bom protetor solar a base de nanoparticulas de TiO, deve
conter uma mistura de nanoparticulas entre os tamanhos 50 e 120 nm devido aos diferentes
comprimentos de onda que compreendem o espectro UV que cada tamanho consegue

refletir(POPOV et al., 2005).



1.7 Eurdpio

Eurdpio (Eu), elemento quimico de numero atdmico 63, tem recebido bastante atencao
devido as suas propriedades luminescentes. Sondas feitas com Eu apresentam, em termos de
milissegundos, uma longa vida quando comparado a sondas orgénicas, que geralmente duram
na escala de nanossegundos (HEFFERN; MATOSZIUK; MEADE, 2013). Diversos estudos
com quantum dots trabalham com o Eu como sensores luminescentes (HONG; PEI; GUO,
2012; LANG et al., 2011). Além disso, Eu pode ser usado como material dopante em
nanoparticulas para alterar suas caracteristicas. Nanoparticulas de BiFeO; dopadas com Eu®*
apresentaram um aumento em sua propriedade ferromagnética (CHAKRABARTI et al.,
2011).

A citotoxicidade e captura de Eu®" em células FaDu, linhagem celular derivada de
carcinoma epidermdide, depende da sua concentra¢dao e do meio em que se encontra, podendo
se conjugar com proteinas séricas reduzindo sua toxicidade ou formando um composto
secundédrio que reduz a concentracdo de Eu’" livre e consequentemente diminuindo a
toxicidade(SACHS et al., 2015).

Biocompatibilidade ¢ um quesito de suma importancia quando se trata de compostos e
materiais que entram em contato direto com o organismo humano. Um produto com alta
eficiéncia, porém bioincompativel, o torna invidvel. Sabe-se que pequenas alteracdes em
nanoparticulas, seja em tamanho ou dopagem, alteram seu comportamento e a dopagem com
Eu pode ser avaliada a fim de se saber se sua presenga induz aumento ou reducdo da

toxicidade das nanoparticulas.

1.8 Justificativa

A pele constitui a principal mecanismo de barreira contra agentes externos. Estudos
mostram que nanoparticulas de TiO, e ZnO utilizadas em protetores solares sdo incapazes de
invadir a pele intacta, mas injurias na mesma podem ser uma porta de entrada para tais
particulas. A acdo toxica dessas nanoparticulas ainda sdo pouco conhecidas, portanto ¢é
importante a avaliagdo dessa atividade que deve ser um fator critico na escolha de qual
nanoparticula utilizar na formulacao de produtos topicos.

A nanotecnologia, e em especial o desenvolvimento de nanoparticulas, ¢ crucial para a
industria tecnoldgica, apresentando grande importincia na drea biomédica onde pode atuar em
nanocarreadores de drogas, adjuvantes vacinais e desenvolvimento de novos métodos de

diagnodstico com aplicabilidade no tratamento de diversas doencas.



Com base nessas informagdes fica evidente a necessidade de observar o efeito dessas
nanoparticulas em linhagens de queratindcitos humanos, visto que podem ser utilizadas como
modelo in vitropara avaliagdo homeostase e patofisiologia da pele em diversas doencas,
especialmente porque a dopagem com eurdpio permite reunir maiores informagdes sobre
todas as aplicabilidades das nanonoparticulas e capacidade de distribuicdo e absor¢ao dessas

formulagdes devido as suas propriedades luminescentes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Avaliar as alteragdes de morfologia, viabilidade celular e efeitos imunomodulatorios
de nanoparticulas de TiO; e ZnO dopadas ou ndo com Europio em linhagem de queratindcitos

humanos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade celular apds tratamentos com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de TiO, e ZnO com e sem dopagem com Eur6pio em células HaCat.

e Avaliar a morfologia dos queratindcitosem microscopia de contraste de fase apos o
tratamento com as nanoparticulas.

e Quantificar a citocina humana IL-8 secretada pelos queratindcitos apds o tratamento
com as nanoparticulas.

e Avaliar se a dopagem com Europio interfere no perfil das nanoparticulas nos

parametros avaliados.

3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo celular

Os queratindcitos humanos imortalizados utilizados para este experimento foram
adquiridos no banco de células do Rio de Janeiro - BCRJ (cédigo BCRIJ: 0341). As células
foram cultivadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm?, utilizando meio Dulbecco’s Eagles
modificado (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO) inativado a 56°
C, com 1% de antibiotico (10.000 U/mL de penicilina ¢ 10 mg/mL de estreptomicina),

aminoacidos essenciais e L-glutamina, em estufa umidificada a 37° C e 5% de CO,.



3.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas de 6xido de zinco e 6xido de zinco dopado com eurdpio (ZnO-Eu),
dioxido de titdnio e didxido de titdnio dopado com eurdpio (TiO,-Eu) foram cedidas pelo
Professor Dr. Noélio Oliveira Dantas e pela Professora Dr* Anielle Christine Almeida Silva
do Laboratério de Novos Materiais Isolantes Semicondutores do Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia. Para suspensdo, cada nanoparticula em po6 foi pesada e
sua massa transferida para um almofariz de 4gata onde se adicionou o volume de agua
necessario para atingir a concentracao desejada, o conteudo foi entdo macerado para
promover sovatagdo das nanoparticulas até atingir uma solu¢do homogénea. A sovatagdo ¢
necessaria para de garantir a solubilizagdo completa de cada nanoparticula a fim de evitar a

formagdo de precipitado e garantir a solubilidade ideal das mesmas na cultura de células.

3.3 Ensaio in vitro da resposta efetora da linhagem de queratindcitos

A fungdo efetora da linhagem de queratindcitos mantidos em cultura como descrito
anteriormente, foi analisada pela producdo de IL-8 apds estimulagdo com as diferentes
concentragdes de nanoparticulas de ZnO e TiO, dopadas ou ndo com Eu.

O meio de cultura foi retirado da garrafa e seu interior lavado com PBS 1x. As células
foram entdo tripsinizadas para seu descolamento utilizando 3 mL de solucdo composta por
0,25% de Tripsina e 0,2% de EDTA preparadas em solucdo de NaCl 0,9%. Apods
descolamento das células, a agdo da tripsina foi interrompida utilizando meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. O contetido da garrafa foi transferido para um
tubo falcon e centrifugado a 400 xG durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspensas em meio DMEM completo. Uma aliquota foi retirada para contagem
celular em Camara de Neubauer e analisados quanto a viabilidade celular utilizando o corante
de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% em PBS 0,01M, pH 7,2 para a utilizagdo em
experimentos de estimulacdo celulares. A concentrag@o celular foi obtida através da seguinte
equagao:

C=n2.10"

Onde C ¢ a concentracdo celular ¢ n ¢ o nimero de células contadas na Camara de
Neubauer.

As células foram transferidas para um placa de cultura de 96 pocos na concentragdo de
10° células/pogo e incubadas na estufa a 37°C a 5% de CO, para crescimento e adesdo por
24horas. Apoés a aderéncia das células, foi removido o sobrenadante e a placa foi lavada com
PBS 0,01M, pH 7,2 e adicionados os estimulos ZnO (0,1, 1, 10 € 20 pg/mL), ZnO-Eu (0,1, 1,
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10 e 20 pg/mL), TiO; (0,1, 1, 10 e 20 pg/mL) e TiO,-Eu (0,1, 1, 10 e 20 pg/mL) diluidos em
meio incompleto.A placa de cultura foi incubada por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,.

O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C para posterior analise da producado de IL-

8.

3.4 Analise de viabilidade celular

Ap6s 24 horas de tratamento com as nanoparticulas incubadas em estufa a 37° C a 5%
de CO,, foram adicionados 100 uL do reagente MTT (3-(4,5-dimetiltioazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina) por poco e entdo incubadas por 4horas. A placa foi centrifugada a 405
XG durante 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan
presente nas células foram solubilizados pela adi¢do de 100 pL de solugcdo SDS a 10% e N,N-
dimetilformamida. A placa foi incubada overnight (18 horas) a temperatura ambiente.
Leituras foram realizadas a 570nm em leitor de placas BiotekEpoch para avaliar o efeito sobre

a viabilidade celular.

3.5 Quantificacao de IL-8 por ELISA

A producao de IL-8 pelas células HaCat tratadas com as nanoparticulas de TiO,, TiO,-
Eu, ZnO, ZnO-Eu (0,1, 1, 10 e 20 pg/mL) foi avaliada por meio do ensaio ELISA sanduiche
usando o kit de deteccdo para IL-8 humano (BD OptEIATM). Uma placa de 96 pocos foi
sensibilizada com 50 pL de anticorpo monoclonal especifico para IL-8 diluido em tampao
carbonato de sodio pH 9,5, 0,1 M, na proporcdo 1:250. A placa foi incubada a 4 °C overnight.
Para bloqueio dos sitios ndo especificos foram utilizados 150 pL/pogo de tampao fosfato de
sodio com soro fetal bovino a 10%, pH=9,5, 0,1M por 1 hora. Padrdes de IL-8 foram
adicionados em cada poco em dilui¢do dupla seriada para a construgdo da curva padrio e as
amostras diluidas em 1:10 utilizando tampao fosfato de sddio com soro fetal bovino a 10%
como diluente. A placa foi incubada por 2 horas para que a IL-8 se ligasse ao anticorpo
imobilizado. Adicionou-se entdo o anticorpo anti-IL-8 humano biotinilado conjugado com
estreptavidina-peroxidase juntamente com estreptavidina, sendo ambos com dilui¢do na
propor¢ao de 1:250 e incubados por 1 hora. Lavagens com tampao fosfato de sédio com
tween a 0,05% (PBS-T) foi feita entre cada etapa. A revelacdo foi feita com adicdo de
substrato TMB seguida pela adi¢ao da solucao de parada (H,SOy4, 2N) e a leitura em leitor de
placas a 450 e 750 nm. Os valores obtidos foram convertidos em valores concentra¢do usando
o software Microplate Reader usando a curva padrio construida a partir de diluigdes de IL-8

em concentracdes conhecidas.
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3.6 Analise estatistica

O dados obtidos do experimento foram analisados no software GraphPad Prism
(versao 5.0) para comparar o efeito dos diferentes tratamentos. As diferengas estatisticamente
significantes foram determinadas por Kruskal-Wallis com pos-teste de comparagao multipla

de Bonferroni com significancia para p < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Morfologia celular

Apo6s 24horas de estimulo a placa de cultura celular foi analisada em microscopia de
contraste de fase para avaliar se houve alteragdo da morfologia celular. A figura 2 mostra o
tratamento com nanoparticulas de TiO,. A figura 2A representa o controle negativo onde
utilizou-se apenas o meio DMEM. E possivel perceber que ndo houve alteragdes significativas
na morfologia das células apos o tratamento com as nanoparticulas de TiO, nas concentragdes
de 0,1; 1; 10; 20 pg/mL (figuras 2B, 2C, 2D, 2E respectivamente), porém € possivel perceber,
no entanto, a presenga das nanoparticulas.

Na figura 3 observa-se as imagens das células quando tratadas com nanoparticulas de
Ti0,-Eu. Novamente ndo ¢ possivel perceber alteracdes morfoldgicas nas células HaCat em
nenhuma das concentragdes testadas (figuras 3B, 3C, 3D, 3E) em relacdo ao controle (figura 3
A).

Ja na figura 4 sdo mostradas a morfologia das cé€lulas tratadas com as diferentes
concentragdes nanoparticulas de ZnO (figuras 4B, 4C, 4D, 4E) em relagdo ao controle (figura
4 A). Nao ¢ possivel perceber alteragdo morfologica celular.

Quando as células foram estimuladas com as nanoparticulas de ZnO-Eu também nao

houve alteracao morfologica celular como mostra a figura 5.
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Figura 2: Andlise da morfologia de células HaCatestimuladas com nanoparticulas de TiO, nas
concentracdes 0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 10 pg/mL (D) e 20 pg/mL (E) em microscopia de contraste de
fase. Apés 24 hora de estimulo com TiO, foram capturadas imagens da morfologia celular no aumento de
10x. Meio DMEM incompleto foi usado como controle negativo (A).
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Figura 3: Anadlise da morfologia de células HaCat estimuladas com nanoparticulas de TiO,-Eu nas
concentracoes 0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 10 pg/mL (D) e 20 pg/mL (E) em microscopia de contraste de
fase. Apés 24 hora de estimulo com TiO,-Eu foram capturadas imagens da morfologia celular no aumento
de 10x. Meio DMEM incompleto foi usado como controle negativo (A).
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Figura 4: Andlise da morfologia de células HaCat estimuladas com nanoparticulas de ZnO nas
concentracdes 0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 10 pg/mL (D) e 20 pg/mL (E) em microscopia de contraste de
fase. Apos 24 hora de estimulo com ZnO foram capturadas imagens da morfologia celular no aumento de
10x. Meio DMEM incompleto foi usado como controle negativo (A).
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Figura 5: Andlise da morfologia de células HaCat estimuladas com nanoparticulas de ZnO-Eu nas
concentracoes 0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 10 pg/mL (D) e 20 pg/mL (E) em microscopia de contraste de
fase. Apés 24 hora de estimulo com ZnO-Eu foram capturadas imagens da morfologia celular no aumento
de 10x. Meio DMEM incompleto foi usado como controle negativo (A).
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4.2 Viabilidade celular
Para avaliar a viabilidade célula foi realizado o ensaio MTT. Em nenhum dos
tratamentos com nanoparticulas de TiO; (figura 6), TiO,-Eu (figura 7), ZnO (figura 8) e ZnO-

Eu (figura 9) foi possivel perceber alteragao com significancia na viabilidade celular.
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Figura 6: Anailise da viabilidade de células HaCat por ensaio de MTT apés tratamento com
nanoparticulas de TiO, em diferentes concentracdes. O niimero de células viaveis (%) foi analisado apés
24 horas de estimulo com TiO, (0,1; 1; 10 e 20 pg/mL). Meio DEMEM incompleto foi usado como controle
negativo.Os dados sdo expressos como mediana + varidncia. As diferencas estatisticamente significantes
foram determinadas por por Kruskal-Wallis com pos-teste de comparacio miltipla de Bonferroni com
significAncia para p < 0,05. Significincia estatistica indicada por asterisco (*).
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Figura 7: Anadlise da viabilidade de células HaCat por ensaio de MTT apés tratamento com
nanoparticulas de TiO,-Eu em diferentes concentra¢ées. O niimero de células viaveis (%) foi analisado
apos 24 horas de estimulo com TiO,-Eu (0,1; 1; 10 e 20 pg/mL). Meio DEMEM incompleto foi usado como
controle negativo.Os dados sdo expressos como mediana + varidncia. As diferencas estatisticamente
significantes foram determinadas por por Kruskal-Wallis com pods-teste de compara¢do miltipla de
Bonferroni com significincia para p < 0,05. Significancia estatistica indicada por asterisco (*).
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Figura 8: Anadlise da viabilidade de células HaCat por ensaio de MTT apé6s tratamento com
nanoparticulas de ZnO em diferentes concentragdes. O nimero de células viaveis (%) foi analisado apés
24 horas de estimulo com ZnO (0,1; 1; 10 e 20 pg/mL). Meio DEMEM incompleto foi usado como controle
negativo.Os dados sdo expressos como mediana + varidncia. As diferencas estatisticamente significantes
foram determinadas por por Kruskal-Wallis com pos-teste de comparacio miltipla de Bonferroni com
significincia para p < 0,05. Significincia estatistica indicada por asterisco (*).
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Figura 9: Anadlise da viabilidade de células HaCat por ensaio de MTT apés tratamento com
nanoparticulas de ZnO-Eu em diferentes concentracdes. O niimero de células viaveis (%) foi analisado
apos 24 horas de estimulo com ZnO-Eu (0,1; 1; 10 e 20 pg/mL). Meio DEMEM incompleto foi usado como
controle negativo.Os dados sido expressos como mediana + varidncia. As diferencas estatisticamente
significantes foram determinadas por por Kruskal-Wallis com pos-teste de comparacio miultipla de
Bonferroni com significincia para p < 0,05. Significancia estatistica indicada por asterisco (*).

4.3 Producao de 1L-8
Nao houve produgdo de IL-8 pelas células HaCat com os tratamentos com as
nanoparticulas de TiO;, TiO,-Eu, ZnO e ZnO-Eu, com base na analise realizada no software

MicroplateReader a partir do ensaio ELISA e por isso os dados ndo sao mostrados.

5 DISCUSSAO

Os dados de anélise da morfologia celular sugerem que ¢ preciso se atentar ao método
de solubilizagao utilizado ou at¢é mesmo na forma de producdo e estocagem das
nanoparticulas, pois em microscopia de contraste de fase foi possivel observar formagao de
agregados de nanoparticulas. Isso se torna mais claro quando se observa as imagens de
tratamentos nas concentracdes de 10 e 20 pg/mL (figura 2D-E, figura 3 D-E, figura 4 D-E,
figura 5 D-E). Nanoparticulas ndo seriam visiveis no aumento escolhido (10x) na microscopia
de contraste de fase, o que sustenta a hipdtese de aglomeragdo das nanoparticulas. Ja foi
mostrado que a solubilidade da nanoparticulas de ZnO aumenta com o decréscimo do
tamanho das mesmas (RAGHUPATHI; KOODALI; MANNA, 2011), e talvez o tamanho

testado ndo seja pequeno o suficiente para se atingir uma solugdo homogénea nas
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concentragdes testadas ou o proprio método de solubilizagdo utilizado, por meio de almofariz,
ndo seja o mais adequado. Além disso, ¢ possivel notar que dopagem com Eu ndo promoveu
alteracdo na solubilidade das nanoparticulas.

A andlise de morfologia celular na microscopia de contraste de fase ndo mostrou
nenhuma alteragdo da morfologia celular com as nanoparticulas de TiO,, TiO;-Eu, ZnO e
ZnO-Eu. Como as imagens da microscopia sugerem que as nanoparticulas estavam em
agregados, a presenca de nanoparticulas realmente dissolvidas no meio poderia estar inferior a
calculada, fazendo com que nao seja possivel concluir se nas concentracdoes mais altas (10 e
20 ug/mL) a falta de alteracdo se deve ao fato de ndo toxicidade das nanoparticulas ou porque
elas ndo estavam na concentracdo ideal. Sugere também que a dopagem com Eurdpio nao
influenciou na morfologia celular nos tratamentos com nanoparticulas de ZnO e TiO,.

Nanoparticulas de ZnO nao foram capazes de induzir a produ¢do de EROs intracelular
em células HaCat nas concentragdes de 20, 40 e 80 ug/mL ap6s 24 horas de incubagido (LEE
et al.,2012). O teste de MTT ndo mostrou alteragdo na viabilidade celular com significancia,
como mostram as figuras 6, 7, 8 € 9. Isso sugere, que as nanoparticulas testadas nao possuam
perfil toxico para as células HaCat. Nao foi realizado teste para quantificagdo de EROs, mas
mesmo que tenha ocorrida sua produgdo na concentragdo de 20 pg/mL esta ndo foi suficiente
para alterar morfologia e viabilidade celular.

Hé ainda uma controvérsia sobre a capacidade das nanoparticulas de TiO; e ZnO de
penetrarem na pele e se sdo nocivas a saude (SCHILLING et al., 2010; WU et al., 2009;
FILON et al., 2015), mas estudos ja mostraram que nanoparticulas de ZnO sdo capazes de
induzir apoptose em células HaCat por meio da produg¢do de EROs (LEE ef al., 2012). Novos
testes podem ser realizados para estabelecer um limite maximo de concentragdo dessas
nanoparticulas que podem ser utilizados a fim de ndo alterar a viabilidade celular.

Nao houve producdo da citocina IL-8 nas células HaCat em nenhuma das
concentragdes testadas, o que sugere que as nanoparticulas testadas ndo possuem perfil pro
inflamatério. Isso mostra que tais nanoparticulas presentes em formulagdes de fotoprotetores
sdo eficientes em prevenir a inflamacdo da pele apds exposicdo a radiacdo UV e ainda
incapazes de induzir a produgdo de citocina IL-8 por si so.

O tamanho das nanoparticulas usadas nao foi informado pela parte fornecedora, o que
dificulta uma anélise mais conclusiva e correlativa com outros artigos semelhantes afim de
descobrir qual foi a causa da agregacdo. Isso também influencia nos demais parametros
analisados, uma vez que nanoparticulas tendem a comportar e interagir de forma diferente em

seus variados tamanhos.
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6 CONCLUSAO

As nanoparticulas de TiO,, TiO,-Eu, ZnO e ZnO-Eu ndo alteraram a morfologia e
viabilidade das células HaCat nas concentracdes testadas. Além disso, as nanoparticulas nao
estimularam a produgdo de IL-8, sugerindo que essas nanoparticulas apresentam um efeito
citotoxico mediante inflamacdo e que a dopagem com eurdpio nao interfere nas propriedades
dessas nanoparticulas em relacdo aos parametros avaliados.

Com base nesses dados, novos testes podem ser realizados a fim de observar a
capacidade dessas nanoparticulas em proteger contra a inflamac¢do promovida pela exposi¢ao
a radiagao ultravioleta e abre-se novas perspectivas do uso dessas nanoparticulas dopadas com
eurdpio a fim de que possam ser utilizadas no monitoramento da capacidade de absorc¢ao e

distribuicdo das nanoparticulas nas camadas da pele.
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