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Resumo

E de fato cientifico que o estresse oxidativo pode causar diversas doengas no organismo,
isso faz com que aumente a necessidade de compostos antioxidantes, capazes de inibir a
oxidagdo das células e consequentemente inibir a morte celular e ndo trazer maleficios para o
organismo. O desenvolvimento de novos compostos e farmacos a base de nanoparticulas teve
um aumento significativo nos ultimos tempos, dando maior énfase na area da nanotecnologia
relacionada a medicina. De acordo com esses fatos, a utilizagdo de nanoparticulas pode ser um
novo meio promissor antioxidante para as células que sofrem estresse oxidativo, atuando como
um inibidor de oxidacdo no organismo, mas para realizar tal feito, novos estudos com
nanoparticulas precisam ser realizados para elucidar seu real mecanismo no organismo. O
presente estudo teve como objetivo estudar os nanocristais de TiO, puros tratados em diferentes

temperaturas e analisar sua capacidade antioxidante em comparagdo com a geleia real.

Palavras-chave: Nanoparticulas, estresse oxidativo e geleia real.
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Abstract

It is indeed scientific that oxidative stress can cause various diseases in the body, this
increases the need for antioxidant compounds, capable of inhibiting the oxidation of cells and
consequently inhibit cell death and do not bring harm to the body. The development of new
compounds and drugs based on nanoparticles has increased significantly in recent times, giving
greater emphasis in the area of nanotechnology related to medicine. According to these facts,
the use of nanoparticles may be a promising new antioxidant medium for cells that undergo
oxidative stress, acting as an oxidation inhibitor in the body, but to accomplish such a feat,
further studies with nanoparticles need to be performed to elucidate their mechanism in the
body. The present study aimed to study the pure TiO2 nanocrystals treated at different

temperatures and to analyze their antioxidant capacity in comparison with the royal jelly.

Key words: Nanoparticles, oxidative stress and royal jelly.
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1. Introducao

Os constantes avangos na medicina e tecnologia ajudam e melhoram constantemente a
qualidade e expectativa de vida de diversas pessoas portadoras de diferentes patologias.
Entretanto, ainda existe muito a se desvendar para que esse caminho entre as doengas que
acometem os humanos e a medicina, se cruzem, isso inclui descobrimento de novos farmacos,
novos diagnosticos, € possiveis tratamentos de acordo com a necessidade do paciente em

questdo (ANDR e colab., 2016).

Nos dias atuais, a nanotecnologia estd presente em diversas areas, sendo utilizada
constantemente e se adaptando ao longo do tempo com a utilizagao de nanoparticulas. A ciéncia
esta fazendo o uso da nanotecnologia e seus produtos para diferentes finalidades, tais como na
biologia celular e molecular no diagnéstico de doencas, na ciéncia dos biomateriais, como o
desenvolvimento de nanotubos de carbono, na produgdo de biossensores, no desenvolvimento
de cosméticos e na medicina com novas propostas de tratamentos e diagndsticos de patologias

(HSIAO e colab., 2016).

A utilizagdo dessas nanoparticulas na area da saude vem chamando bastante atencao em
relagdo a sua capacidade de aplicagdo em diagndstico e tratamento de doengas, pois se
mostraram bastante promissoras ¢ eficazes em diferentes aspectos. A nanotecnologia acabou
convergindo com a medicina, dando origem a nanomedicina, que mescla os efeitos das

caracteristicas fisicas e quimicas das nanoparticulas na area medicinal (HSIAO e colab., 2016).

1.1. Nanoparticulas: pequenos tamanhos e grandes possibilidades

As nanoparticulas possuem um tamanho um tanto quanto caracteristico, podendo variar
de 1-100nm, devido a esse fato elas possuem a capacidade de absorver uma quantidade
relativamente alta de fArmacos no geral, podendo atuar como carreadora dos mesmos para o
organismo, pois devido ao seu tamanho, pode facilmente circular na corrente sanguinea e

penetrar na membrana plasmatica das células (HSIAO e colab., 2016).

Sua grande superficie de contato confere e melhora as caracteristicas fisicas e quimicas
dessas nanoparticulas, sendo assim constantemente estudadas. Tais caracteristicas sdo:

mecanicas, magnéticas, cataliticas e dpticas (SUN e colab., 2017).



O didxido de titanio (TiO7) foi descoberto em 1795 e sua producdo comercial se deu
inicio em 1920. E um composto inorganico que pode ser encontrado em 3 formas cristalinas

diferentes, anatase, rutila e brokita (RAHIMI e colab., 2016).

O didxido de titanio (TiO2) é um semicondutor (KAMAT, 2012) utilizado em diversas
areas como, por exemplo, aditivo em cosméticos (RAHIMI e colab., 2016), bateria de litio,
(CHEN, Nan e colab., 2012; WANG e colab., 2011) degradacdo de poluentes em agua
(CAPPELLETTI e colab., 2009) e, principalmente, na fotocatalise (MAIRA e colab., 2001;
ZHANG e colab., 2006).

O TiOz tem a propriedade de atuar tanto como um agente oxidante, como um agente
redutor, a caracteristica oxidante € interessante na oxida¢cdo da matéria organica, ja a redutora
para remog¢do de metais dissolvidos na agua, como niquel, cadmio e chumbo. Essas
propriedades sdo fortemente influenciadas pela fase cristalina, tamanho, dopagens, morfologia
da superficie e interface. Em relagdo a fase cristalina a rutila ¢ menos fotoativa que a anatase

ou até mesmo pode ndo possuir atividade fotocatalitica (SUN e colab., 2017).

Existem diferentes técnicas para determinar a espessura e as caracteristicas das
nanoparticulas, como por exemplo a varredura de microscopia eletronica, a difragao de raio-X

e a espectroscopia Raman (POLIM, 2007).

Embora a grande maioria dos estudos de fotocatalise utilizando TiO» visa a area
tecnologica, esse material em escala nanométrica pode apresentar diversas vantagens na area

médica, biologica e quimica (MAURICIO e colab., 2018).

1.2. Conhecendo os processos Bioquimicos

As células anaerdbias conseguem obter energia (ATP) através da fermentagdo,
degradando a glicose na auséncia do oxigénio. Ja em células eucaridticas, a etapa da glicolise €
apenas a primeira para oxidagdo completa da glicose. Na respiracdo aerobica, o piruvato
produzido pela glicolise é oxidado posteriormente a moléculas de dgua (H20) e gas carbdnico
(CO»). Essa etapa de utilizacao do oxigénio no catabolismo celular ¢ denominada de respiragao.
Em um sentido mais amplo, respiragdo celular consiste basicamente em consumo de oxigénio

(O2) e producdo de gas carbdnico (CO2) (NELSON e COX, 2013).



A respiragdo celular acontece em trés estagios principais. O primeiro estagio, diferentes
moléculas organicas atuando como combustiveis, moléculas como carboidratos e aminoacidos
sdo oxidadas para produzirem moléculas de dois carbonos no formato do grupo quimico acetila

para obtencdo da molécula de Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA) (NELSON e COX, 2013).

Na segunda etapa da respiragdo celular, os grupamentos quimicos acetil formados serao
oxidados a gas carbonico (CO:). Essa oxidagdo ¢ realizada através de agdes enzimaticas, e a
energia liberada na reagdo sera capturada pelos transportadores de elétrons nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NAD) e flavina-adenina-dinucleotideo (FAD), porém estardo em sua

forma reduzida NADH e FADH2 (NELSON e COX, 2013).

No terceiro estagio da respiragdo celular, as moléculas de NADH e FADH2 sofrerao
oxidagdo, doando protons H e elétrons livres. A molécula de oxigénio ira atuar na respiragdo
celular como um aceptor de elétrons, logo, os elétrons doados pelas moléculas serdo
transferidos ao oxigénio, através da cadeia respiratoria (cadeia transportadora de elétrons). O
objetivo da respiragdo celular ¢ a obtencao de energia em forma de trifosfato de adenosina
(ATP). Durante a transferéncia de elétrons para o oxigénio, a energia liberada ¢ armazenada em
forma de ATP, através de um processo denominado Fosforilacao Oxidativa (NELSON e COX,
2013).

A fosforilagdo oxidativa ¢ o final do metabolismo em organismos aerdbios, onde a
energia gerada pela oxidacdo de moléculas como carboidratos, gorduras e lipideos vao
promover a sintese de ATP. Essa etapa ocorre na mitocondria. Existem diversas moléculas
carregadoras de elétrons ligadas a membrana, sdo elas: nicotina-adenina-dinucleotideo (NAD),
flavina-adenina-dinucleotideo (FAD), citocromos, quinona hidrofobica (ubiquinona) e proteina

ferro-enxofre (NELSON e COX, 2013).

Os carregadores de elétrons atuam em complexos enzimaticos diferentes. O complexo I
e II tem a fungdo de catalisar a transferéncia de elétrons para a ubiquinona. Essa transferéncia
¢ realizada por dois doadores de elétrons, o NADH e o succinato. O complexo III carrega os
elétrons da ubiquinona j& em seu estado reduzido para o citocromo c, € por fim o complexo IV

transfere os elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio (O2) (CHEN, Qun e colab., 2003).

A fosforilacdo oxidativa leva a produgado de espécies reativas de oxigénio, os chamados
radicais livres. Diversas etapas da fosforilagdo oxidativa na mitocondria tem a capacidade de
reduzir a molécula de oxigénio e produzir radicais livres altamente reativos (NELSON e COX,

2013). A ubiquinona pode receber dois elétrons para formar o ubiquinol (QH2). O complexo
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enzimatico I e II pode passar elétrons livres para o ubiquinol, e 0 mesmo pode transferir elétrons
para o complexo III, essa transferéncia de elétrons ¢ feita através de um radical intermediério,
a ubiquinona reduzida (Q"). A ubiquinona reduzida tem a capacidade de passar um elétron para

a molécula de oxigénio, formando O," (CHEN, Qun e colab., 2003).

Os radicais livres estdo envolvidos em diversos processos tanto no organismo como em
doengas, como no cancer, envelhecimento e inflamagdes, logo durante varios anos os radicais
livres estdo sendo estudados a fundo para se saber o seu verdadeiro papel e sua fungdo (A.L.A.

FERREIRA, 2002).

Radical livre é um atomo altamente reativo que possui nimero impar de elétrons em sua
ultima camada de valéncia, devido a esse ndo-emparelhamento dos elétrons na ultima camada,
a molécula ou atomo se torna altamente reativo (A.L.A. FERREIRA, 2002; NAITO, 2002).
Uma reagao de redugao significa o ganho de elétrons, e a reagdo de oxidacao significa a perda

de elétrons (OLIVEIRA e colab., 2016).

Os radicais livres sao formados através de reagdes de oOxido-reducdo e podem ser
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO sao formadas por todo o organismo,
algumas delas sdo o radical superoxido (O2"), hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H>O»)

(FERNANDO e CHAVES, 2017).

O anion superoxido (O2) ¢ gerado pela adicdo de um elétron a uma molécula de
oxigénio em seu estado fundamental, o mesmo ¢ principalmente formado na etapa da cadeia
respiratoria (TONIOLLI e COSTA, 2017). E pouco reativo e ndo possui a capacidade de
penetracdo pela membrana lipidica, agindo apenas onde ¢ produzido, na membrana

mitocondrial (C. D. SCHNEIDER & A, R, 2004; FERNANDO ¢ CHAVES, 2017).

O peroxido de hidrogénio (H202) ¢ formado a partir da ligacdo de outra molécula de
oxigénio e dois ions de hidrogénio no superoxido (O2) (C. D. SCHNEIDER & A, R, 2004).
Possui vida longa e alta capacidade de difusdo em sistemas bioldgicos, sendo considerado

altamente toxico para as células. (FERNANDO e CHAVES, 2017)

O radical Hidroxila (OH") é formado quando o perdxido de hidrogénio (H>Oz) recebe
mais um elétron e um ion hidrogénio (C. D. SCHNEIDER & A, R, 2004). E considerada a mais
reativa em sistemas bioldgicos, ¢ bastante energético, possui meia vida curta e consegue

atravessar membranas, reagindo com lipideos e 0o DNA (FERNANDO e CHAVES, 2017).



Nos ultimos anos, os metais tomaram bastante atencdo no meio cientifico em relacdo a
sua capacidade de catalisar reagdes de formacao de radicais livres e consequentemente induzir

o estresse oxidativo (A.L.A. FERREIRA, 2002).

O radical Hidroxila pode ser formado a partir da reacao do peroxido de hidrogénio com
ions de ferro ou cobre, a mesma ¢ denominada de Reacdo de Fenton. O radical Hidroxila pode
também ser formado a partir da reacdo de Haber-Weiss, que consiste na reacao de uma molécula

de H202 e Oy” (C. D. SCHNEIDER & A, R, 2004; FERNANDO e CHAVES, 2017).

O excesso dessas espécies reativas de oxigénio no organismo ¢ prejudicial para o

sistema, e pode levar ao estresse oxidativo (A.L.A. FERREIRA, 2002).

O estresse oxidativo pode ser caracterizado como um desbalango entre espécies reativas
de oxigénio e o sistema antioxidante do organismo, onde ocorre um aumento excessivo de
espécies reativas € o sistema antioxidante do organismo nao consegue combater essas espécies

danosas ao organismo (T.HUSSAIN,BIETAN, Y.YIN, F.BLACHIER, 2016).

O estresse oxidativo pode causar danos sérios, pois reagem com enzimas, lipideos de
membrana provocando a peroxidagao lipidica e oxidam moléculas de DNA, logo ¢ um distarbio
relativamente perigoso para o organismo, caso nao seja controlado e revertido a tempo (TULIO

e CAMPOS, 2017).

Os lipideos sao um grupo de compostos quimicamente variados, cuja caracteristica em
comum entre todos que os define, ¢ que sdo insoluveis em agua. Os lipideos possuem diversas
fungdes biologicas. Gorduras e 6leos sdo as principais formas de armazenamento de energia em
muitos organismos, os fosfolipideos e os esterdis tem a funcdo de dar estrutura a membrana
bioldgica, outros lipideos encontrados em menores quantidades possuem fungdes de: serem
cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons, pigmentos fotossensiveis, agentes
emulsificantes no trato digestivo, hormonios e mensageiros celulares (A. J. HULBERT,

NICOLAS MARTIN, 2017; NELSON e COX, 2013).

E fato que os radicais livres em altos niveis causam danos as macromoléculas celulares,
tais como proteinas, carboidratos e lipideos. Os lipideos da membrana sido altamente
susceptiveis a oxidagdo dos radicais livre, levando a peroxida¢ao lipidica (OLIVEIRA e colab.,

2016).

A peroxidagao lipidica pode alterar a fluidez e a permeabilidade da membrana, fazendo

com que comprometa os processos metabolicos ideais do organismo em questdo. Quando os



lipideos sdo degradados, ocorre aumento dos niveis de malonaldeido (MDA) no organismo, que
¢ um produto da peroxida¢ao lipidica. Essa substancia ¢ usada como marcador para medir os
niveis de peroxidag¢ao lipidica e estresse oxidativo no organismo (A. J. HULBERT, NICOLAS
MARTIN, 2017; OLIVEIRA e colab., 2016).

Existem algumas enzimas que auxiliam na defesa do organismo contra as espécies
reativas de oxigénio, como por exemplo, diferentes formas da enzima superdxido-dismutase,
que catalisam a reagdo de formagdo de peroxido de hidrogénio (H>O») através do anion
superdxido (O2"), para posteriormente a enzima glutationa-peroxidase atuar inibindo a agdo do
peroxido de hidrogénio nas mitocondrias € a enzima catalase inibir o perdxido de hidrogénio
nos lisossomas (ESRA BIRBEN, UMIT MURAT SAHINER, CANSIN SACKESEN, SERPIL
ERZURUM, 2012; SCANDALIOS, 2005).

O método mais utilizado frequentemente para investigacao de estresse oxidativo e
consequente peroxidacdo lipidica ¢ o método de espécies reativas do 4&cido tiobarbitirico
(TBARS). O protocolo do TBARS quantifica o estresse oxidativo através da medi¢do de dano
peroxidativo nos lipideos, que ocorre através da formagado de radicais livres (GHANI e colab.,

2017; VALKO e colab., 2016).

Radicais livres causam a peroxidagao lipidica, que geram moléculas que reagem com o
acido tiobarbiturico (TBA) sob condi¢des de altas temperaturas, uma dessas moléculas ¢ o
malondialdeido, que reage com o TBA e forma um dimero de cor rosa. A medida e
quantificagdo dos danos do estresse oxidativo pode ser medido por fluorometria (GHANI e

colab., 2017; VALKO e colab., 2016).

1.3. Sistema Imunolégico

O sistema imunologico € constituido por uma organizacdo de células e moléculas que
podem desencadear dois tipos de resposta imune, a resposta imune inata e a reposta imune

adaptativa (WILSON DE MELO CRUVINEL, 2010).

A resposta imune adaptativa, se baseia na agao antigeno-especifica de células T e células
B, onde uma vez ativadas contra um antigeno essas células sdo capazes de reconhecé-lo em
infecgdes futuras semelhantes. J& a resposta imune inata ¢ caracterizada como sendo a primeira

defesa do organismo contra agentes patogénicos, onde estdo envolvidos fagodcitos como



macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células Natural Killers (NK) e células

responsaveis pela liberagdo de mediadores inflamatorios (NOGUEIRA, 2018).

As células fagociticas sdo células especializadas na fagocitose de residuos celulares, de
células apoptoticas, de bactérias e virus ou particulas exdgenas estranhas ao corpo. Os
macrofagos sao células que fazem parte do sistema fagocitario do organismo e desempenham
importantes papéis na defesa do hospedeiro, pois tem a capacidade de remover células mortas,
detritos e patdgenos, através do processo de fagocitose, consegue moldar a resposta
inflamatoria através da secrecao de fatores que formam a imunidade adaptativa (citocinas e

enzimas) e possui a capacidade de apresentar antigenos ao linfécito T (A.C, 2016).

E fato que a inflamagdo pode estar relacionada com um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio, e pesquisas mostram que os macrofagos produzem e liberam
espécies reativas de oxigé€nio, para dar suporte para o organismo eliminar determinada infec¢ao

bacteriana ou viral e conseguir inibir o patogeno (LE MOAL e colab., 2018).

1.4. Nanoparticulas associadas a agentes antioxidantes

As nanoparticulas podem ter efeitos benéficos em relacao a doencas que promovem
estresse oxidativo, logo estdo tomando bastante a atengdo de pesquisas atuais. Existem diversas
doencas que promovem como efeito adverso o estresse oxidativo, logo um melhor mecanismo
de defesa e reversao desse problema, iria auxiliar no possivel tratamento de alguma respectiva
doenca, para que o organismo nao sofra tanto os efeitos negativos do estresse oxidativo (SUN

e colab., 2017).

A atividade antioxidante de nanomateriais e produtos naturais em processos biologicos
¢ muito importante uma vez que vdrias patologias estdo associadas ao desbalanco do estresse
oxidativo no organismo. O aumento das espécies reativas de oxigénio no organismo pode causar
danos celulares que prejudicam o funcionamento das células/tecidos. Produtos com atividade
antioxidante podem potencializar as defesas antioxidantes do organismo e minimizar os danos

causados pelo estresse oxidativo (CAMBRUSSI e colab., 2018).

1.5. Geleia Real: fatos cientificos, teorias e associa¢ao com Diéxido de Titanio



A geleia real ¢ produzida pelas glandulas hipofaringeal e mandibular de abelhas
operarias nutridoras (Apis melifera L.) e possui varias atividades bioldgicas, incluindo
atividades antimicrobiana, antialérgica, anti-inflamatdria, anti-estresse e antioxidante (PAVEL

e colab., 2011).

A geleia real ¢ composta por diversos componentes biolégicos importantes e que
possuem potencial para auxiliar na manutencao da satde, como proteinas, lipideos, agucares,
minerais e aminoacidos livres, possuem também vitaminas como riboflavina, tiamina, niacina,
acido folico e biotina, possui também pequenas quantidades de vitamina C, D, A, ¢ E

(KHAZAEI e colab., 2018).

Os minerais que compdem a geleia real sdo basicamente: célcio, s6dio, potassio, cobre,
ferro, zinco e manganés. O composto bioativo principal da geleia real ¢ o acido 10-hidroxi-
trans-2-decenoico, que € um acido graxo insaturado encontrado apenas na geleia real em toda
a natureza. A atuagdo da geleia real em determinado organismo, depende em que célula ela ird

atuar (KHAZAETI e colab., 2018).

A geleia real tem recebido bastante atencao ultimamente devido ao seu forte potencial
antioxidante e potente eliminador de radicais livres. Pesquisas recentes comprovam que a geleia
real pode eliminar tanto radicais livres quanto também radicais superoxidos, radicais hidroxilas

e DPPH (PASUPULETI e colab., 2017).

Em pesquisas, a geleia real também mostrou ter uma forte prote¢do contra estresse
oxidativo em tecido hepatico e renal expostos a tetracloreto de carbono e cisplatina. Este efeito
foi descoberto devido ao decaimento da producdo de MDA e aumento na atividade do sistema
enzimatico antioxidante do organismo, como a glutationa redutase, glutationa peroxidase e

superoxido desmutase (KHAZAEI e colab., 2018).

A associacdo de nanoparticulas com atividade antioxidante a esse produto natural,

poderia potencializar os efeitos bioldgicos ja apresentados.

O desenvolvimento de novos nanomateriais com aplicacdes médicas e biologicas vém
sendo amplamente investigado. O TiO; ¢ um semicondutor bastante utilizado na érea
fotocatalitica devido seu alto poder oxidativo ou redutor, contudo, esses efeitos sdo pouco
reportados na area bioldgica. Assim, neste trabalho, foi investigado as suas propriedades fisico-

quimicas e atividade antioxidante. Além disso, investigamos a sua intera¢do com a geleia real.



2. Objetivos

Neste trabalho foi investigado as propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas de
didxido de titanio puros tratados a diferentes temperaturas (500°C, 650°C e 800°C) e foi

estudada a atividade antioxidante dessas nanoparticulas isoladas e associadas a geleia real.

2.1. Objetivos Especificos

e Realizou-se caracterizagdes fisico-quimicas dos nanocristais de TiO; puros.

e Utilizou-se técnica de difragdo de Raio X, Varredura de Microscopia Eletronica e
Espectroscopia Raman.

e Investigou-se as interagdes entre as nanoparticulas de dioxido de titanio e a geleia
real.

e Realizou-se ensaios para avaliagdo da atividade antioxidante dessas nanoparticulas

isoladas e associadas a geleia real.

3. Material e Métodos
3.1. Nanocristais de TiO; puros

Os nanocristais de TiO, puros foram sintetizados e processados no Laboratorio de
Novos Materiais Isolantes e Semicondutores (LNMIS), no Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Uberlandia em colaboracdo com o Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas e a Prof.? Dr.’

Anielle Christine Almeida Silva.

O didxido de titdnio ¢ um semicondutor de larga “bandgap” (3.0eV para rutila e 3.2eV
para anatase) e possui alta estabilidade fotoquimica. E um material polimérfico com trés formas

alotropicas denominadas, anatase, rutila e brokita (ARAUJO e colab., 2018).

Neste trabalho foram utilizados nanocristais de TiO, com diferentes tratamentos

térmicos, 500°C, 650°C e 800°C.

3.2. Difracao de raios-x (DRX)

A técnica de Difracdo de Raio X (DRX) ¢ indicada para determinar fases cristalinas de

amostras solidas. E uma técnica que através dela pode se obter diversas informagdes sobre o



material, como por exemplo, o tipo de fase cristalografica nas amostras, permitindo ter uma

analise concisa da amostra em questao.

Neste método, o plano cristalino do material analisado ira atuar refratando o feixe de luz
optico. Ao incidir feixes de raios X na amostra cristalina, ird ocorrer interferéncias construtivas
e destrutivas de raios X difratados. As interferéncias destrutivas vao ser eliminadas, € as

interferéncias construtivas irdo resultar em picos de difracdo fornecidos em graficos.

Essa técnica € rapida para realizacdo das analises e relativamente simples. O método é
bastante utilizado para identificagdo de materiais sélidos, logo possui bastante confiabilidade

Nno processo.

Nos difractogramas de Raios-X (DRX) foi avaliado o grau de cristalinidade da amostra,
tipo de cristais, fases cristalinas bem como a investigacao dos efeitos de distor¢ao na rede
cristalina devido a dopagem. A identificagdo da fase cristalina foi realizada comparando os
picos de difracao de Bragg observados nos difractogramas com os registros da JCPDS (Joint

Committee on Power Diffraction Standars).

A difragao de raio X foi medida com o equipamento XRD-6000. A técnica de difragao

de raios-X (DRX) foi realizada no laboratério multiusuario do Instituto de Quimica.

3.3. Microscopia eletronica de Varredura (MEYV)

O MEV ¢ um aparelho que fornece informagdes sobre a morfologia do material
analisado e consegue identificar os elementos quimicos de uma amostra solida. E bastante
utilizado em biologia, odontologia, farmécias, engenharia, quimica, metalurgia, fisica e

medicina (POLIM, 2007).

O MEV ¢ uma das maquinas mais praticas e utilizados atualmente no meio cientifico,
pois possui um forte poder de resolu¢do dos materiais analisados. Um outro fator positivo em
relacdo as caracteristicas do MEV € que o mesmo fornece uma resolucdo tridimensional do
material que estd sendo observado, facilitando a coeréncia entre a imagem opticamente

analisada e eletronicamente analisada (POLIM, 2007).
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Figura 1: Comparagdo entre o microscopio optico e o microscopio eletronico de varredura (POLIM, 2007).

Como ja mencionado, a microscopia eletronica de varredura € uma técnica utilizada para
investigar a morfologia e tamanho de nanocristais. Além disso, foi realizado medidas de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (acessorio acoplado ao MEV), do qual ¢ possivel
verificar a composi¢cdo quimica e sua porcentagem na amostra. A técnica de microscopia
eletronica de varredura acoplada com EDS foi realizada no laboratorio multiusuario da

Faculdade de Engenharia Quimica.

3.4. Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman consiste no espalhamento inelastico de radiacao

laser que incide na amostra e se dispersa em um espectrofotometro (LARKIN, 2011).

O espalhamento ocorre quando fotons se chocam com moléculas de determinada
amostra, podendo ser gasosa, liquida ou so6lida. O foton ao atingir uma molécula pode ter sua

direcdo alterada (JR, 2018; LARKIN, 2011)

Existem dois tipos de espalhamento, o espalhamento eldstico e o ineldstico. No
espalhamento elastico a molécula ird se comportar como uma esfera rigida, sem movimentos
internos, logo o foton espalhado irad conservar toda a sua energia inicial que possuia antes do
choque com a molécula. Ja o espalhamento ineléstico consiste em alguns fotons, ao se chocarem

com as moléculas, iniciarem um movimento dos 4&tomos das moléculas, ou seja, o foton excita
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a molécula cedendo a ela uma parte de sua energia inicial, logo, a energia inicial do féton ¢

superior a energia final, pois 0 mesmo cedeu energia para movimentar a molécula (JR, 2018).

E uma metodologia altamente eficaz, pois consegue promover vibragdes caracteristicas
fundamentais para determinagd@o e andlise de estruturas moleculares. A metodologia de Raman

¢ melhor utilizada em vibragdes simétricas de grupos moleculares apolares (LARKIN, 2011).

A espectroscopia Raman foi obtida em excitagdo de 780 nm em temperatura ambiente.
A técnica de espectroscopia Raman foi realizada no laboratorio de Novos Materiais Isolantes e

Semicondutores (LNMIS), no Instituto de Fisica.

3.5. Microscopia de Forca Atomica (AFM)

O AFM se baseia na varredura da superficie de determinada amostra através de uma
ponta piramidal de comprimento entre 100 a 200 um e geralmente com menos de vinte
nandmetros de diametro, acoplada a um cantilever flexivel. O conjunto entre ponteira +
cantilever forma a sonda, que ¢ o componente basico do microscopio. Na parte superior do
equipamento existe um espelho que reflete a luz de um feixe de laser. Apds a reflexao, o feixe
de laser passa por uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo), onde sera medido as

variacoes de posi¢do e de intensidade (PUPIM, 2006).

A técnica de microscopia de forca atdmica foi realizada no laboratorio de Novos Materiais

Isolantes e Semicondutores (LNMIS), no Instituto de Fisica.

Cantilever

V=— Ponteira

Fotodiodo

Amostra ——

Scanner piezelétrico

Figura 2: Explicagdo do equipamento de microscopia de For¢a Atémica (PUPIM, 2006).
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3.6. Método de Solvatacio

Os ensaios biologicos foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e Biologia

Molecular no Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Antes de realizar qualquer experimento bioldgico, foi preciso realizar o método de
solvatacdo das nanoparticulas, que consiste em atritar as nanoparticulas em solugdo de agua

ultrapura, para que as nanoparticulas ficassem em suspensdo aquosa.

3.7. Método de Bradford

O ensaio de Bradford se baseia na ligagdao do corante azul anionico Coomasie Blue G250

a proteina. A quantidade de proteina pode ser estimada em 595 nm de absorbancia.

Composicao do reagente de Bradford: 100 mg de Coomasie Blue G250 + 50 ml de
etanol + 100 ml de acido orto-fosférico e completar at¢ 100 ml de dgua Milli-Q. Para a
metodologia de Bradford ¢ necessaria a realizacdo de uma curva de 8 pontos com albumina

bovina do soro (BSA) e agua destilada.

Apos a realizagdo dos pontos da curva, foi pipetado 5 pul de cada ponto da curva e da
amostra a ser analisada em diferentes pogos de uma microplaca. Posteriormente foi adicionado
250 ul do reagente de Bradford em todos os pocos contendo as amostras e a curva. Apos essa
etapa, proteger a placa da luz durante 10 minutos e realizar a leitura no espectofotometro a 595

nm.

3.8. Espécies Reativas do Acido Tiobarbitirico (TBARS)

O método das espécies reativas do 4cido tiobarbitirico (TBARS) ¢ usado para
quantificar o malondialdeido (MDA) resultante da peroxidagdo lipidica. A metodologia

utilizada foi baseada nos estudos de YAGI, Kunio (YAGI, 1998).

Figados de ratos do parecer de comité de ética (numero 015/17) saudaveis foram
utilizados como fonte de lipideos para realizar o experimento. O mesmo foi homogeneizado
com tampao fosfato de sdédio com cloreto de potéassio pH 7,4 e posteriormente centrifugado a

800xg por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacao foi coletado o sobrenadante, rico em lipideos.
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Posteriormente, foram adicionados em um microtubo, 200 pL de acido tricloroacético
(TCA 10%) e 300 puL de acido tiobarbiturico (TBA 0,67%). As amostras testadas foram as
nanoparticulas de TiO; tratadas a diferentes temperaturas (TiO2 500; TiO2 650; TiO2 800 °C)
na concentracdo de 1 mg/ml e a geleia real na concentragdo de 0,1 g/ml. Os microtubos
contendo as amostras foram vortexados e colocados em banho maria com temperatura de 100°C

por 2 horas.

Apbs o banho maria as amostras foram mantidas em baixa temperatura por 5 minutos
na cadmara fria. Em seguida foram adicionados 400 pL do solvente organico Butanol para

melhor extracdo da camada de pigmento rosa, que contém o MDA.

Ap6s a adi¢do do butanol, cada amostra foi agitada em um vortex durante 20 segundos
e centrifugadas a 5000xg por 3 minutos, para que o butanol ficasse na parte inferior e a amostra

a ser analisada ficasse na parte superior do microtubo.

Posteriormente a centrifugacdo, foram coletados 300 microlitros da fase superior e
transferidos para uma microplaca, onde foi realizada a leitura no fluorimetro com excitagdo a

515nm e emissao a 553nm.

Foi realizada uma curva padrdo de MDA em duplicata utilizando 1,1,3,3-
tetrametroxipropano (TMP) e tampao fosfato e a mesma foi submetida as mesmas condigdes
das amostras em questdo. A hidrolise do TMP ira resultar na formagcdo de MDA, que

posteriormente sera quantificada por regressao linear.

3.9. Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

E um método utilizado com a finalidade de quantificar a capacidade antioxidante das
amostras bioldgicas através do decaimento da fluorescéncia devido a presenca de radicais
peroxilas gerados através da reacdo com o reagente Azobis (Diidrocloreto de 2,2-azobis (2-

metilpropionamidina)), resultando na oxida¢do da fluoresceina.

No teste utilizamos o reagente Azobis (APPH) (153 nM em tampao fosfato), como
gerador de radical peroxila. A fluoresceina (8,5 x 10° nM em tampdo fosfato) foi utilizada
como uma sonda fluorescente e a curva padrdo foi construida utilizando Trolox nas seguintes

concentracoes: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 uM.
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As nanoparticulas de TiO» tratadas em diferentes temperaturas (500°C; 650°C; 800°C)
foram preparadas na concentragdo de 0,1 mg/mL. Em cada poco da placa foi utilizado 150 pL.
da solucdo de fluoresceina, 50 pL de Trolox para a realiza¢do da curva padrao e 50 pL das
amostras de TiO,. Para a realizagdo do Branco, foram utilizados 150 puL da solug¢do de
fluoresceina e 25 pL de tampao fosfato. O valor obtido do Branco foi descontado do valor da

leitura de todas as amostras do experimento.

Foram acrescentados 30 pL da solugdo Azobis (153 mM) e em seguida foi feita a leitura
em espectrofluorimetro com excitacdo a 485 nm e emissdo a 528 nm a temperatura de 37°C

durante 90 minutos. As leituras foram feitas a cada 1 minutos e 30 segundos durante 90 minutos.

3.10. Método do sequestro do radical DPPH (DPPH)

A metodologia do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) se baseia na medida da
capacidade antioxidante de uma determinada amostra em sequestrar o radical estavel DPPH,
reduzindo-o a hidrazina. Essa captura ¢ feita por um antioxidante, neutralizando o radical DPPH
através de doagao de atomos de hidrogénio. Quanto mais antioxidante a amostra, mais amarelo
ficara a solugdo, porém quanto menos antioxidante a amostra, a coloragao ficara com aspecto

de cor violeta, que caracteriza presenca do radical DPPH (ALVES e colab., 2010).

No experimento realizado, adicionou-se 225 uL do radical DPPH em cada po¢o em uma
placa de 96 pocos. O volume utilizado para as amostras (TiO> 500°C; 650°C ;800°C) para o
controle positivo (Acido Ascorbico) e negativo (Metanol) foi de 75 pL, resultando em um

volume final de 300 uL. (DPPH + Amostra).

Apos a adicdo dos reagentes, a placa foi incubada no escuro por um periodo de 30

minutos, € apoOs a incubacao, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 517 nm.

3.11. Método da capacidade de reducio do Ferro (FRAP)

A metodologia de FRAP ¢ comumente utilizada para identificar substincias capazes de
reduzir moléculas de Ferro, para determinar sua capacidade antioxidante. As amostras
utilizadas no experimento foram as nanoparticulas de TiO; tratadas em diferentes temperaturas

(500°C; 650°C; 800°C).
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A reducio do Fe’" a Fe?* foi detectada através da adi¢do de 250 pL do reagente de FRAP
(10 vol. Tampdo Acetato + 1 vol. TPTZ +1 vol. de Fe**) em 10 uL de cada amostra e adi¢io de
25 uL de 4gua, onde o Fe** é quelado pela 2,4,6-tri-(2 piridril)-s-triazida (TPTZ), resultando

em um complexo de Fe’" + TPTZ de coloracio azul intensa.

Foi utilizado o reagente TROLOX para fazer a curva padrdo, uma substancia analoga a
vitamina E, porem solivel em &4gua. A reagdo foi realizada em uma microplaca, e
posteriormente incubada por 6 minutos a uma temperatura de 37°C e em seguida foi realizada

a leitura a 593 nm no espectrofotometro.

3.12. Teste de producao de Espécies Reativas em Macrofagos

Quando as nanoparticulas sdo introduzidas intencionalmente ou ndo no organismo, elas
podem ser reconhecidas e internalizadas por fagdcitos profissionais, como por exemplo, o0s

macrofagos (TSUGITA e colab., 2017).

O Zymosan ¢ uma substancia derivada da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae, composto por cadeias de polissacarideos de diferentes pesos moleculares contendo
aproximadamente 73% de polissacarideos, 15% de proteinas, 7% de lipideos e compostos

inorganicos (MESQUITA e colab., 2010).

O Zymosan ativa diretamente os macrofagos através de receptores Toll-Like (TLR), que

por sua vez, sao proteinas transmembranicas que formam parte do sistema imunolédgico inato.

ApoOs a fagocitose, os macrofagos liberam enzimas lisossomais, espécies reativas de
oxigénio, acido araquidonico e TNF-a. E impossivel a degradacdo do Zymosan, logo a

fagocitose do mesmo através dos macrofagos, gera uma resposta inflamatdria prolongada.

O Luminol ¢ uma substancia quimica utilizada no experimento, o mesmo ¢ oxidado e
reage com as espécies reativas de oxigénio, emitindo assim uma luminescéncia para detecgdo

de oxidacao.

Macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos C57 BL/6 foram pré-tratados
com diferentes concentracdes (0,1; 1 ;10png/ml) de nanoparticulas de TiO; tratadas a diferentes

temperaturas (500°C; 650°C; 800°C) durante 30 minutos.

O céalculo de células por pogo foi de 0,1x10° células. Foi utilizada uma placa de 96 pogos

para o ensaio, onde cada poco continha um volume final de 200 pL.
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Posteriormente foi adicionado o Luminol, e apds essa etapa a producdo de ROS foi

induzida pelo Zymosan opsonizado.

A produgdo de ROS foi monitorada a partir da emissdo de luminescéncia resultante da
oxida¢ao do Luminol devido a produgdo de espécies reativas. Apos um periodo de 4 horas da
adi¢do do zymosan, a luminescéncia foi detectada em tempo real pelo leitor de microplaca
EnSpire Plate Reader (Perkin Elmer®). A fim de verificar se existe alguma interagdo entres as

NPs e o Zymosan, foi realizada a metodologia de Microscopia de For¢ga Atomica.

3.13. Analises Estatisticas

As analises estatisticas e os histogramas foram realizados com auxilio do software
GraphPad Prism versao 7.0. Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média e a
analise da variancia foi realizada pelo teste One-Way ANOVA com pos teste de Tukey para

comparagdes multiplas. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos

4.0 Resultados e Discussao

4.1 Varredura de Microscopia Eletronica (MEV)

As figuras 3,4 e 5 abaixo mostram a imagem gerada através da microscopia eletronica

de varredura da nanoparticula de TiO» tratada a temperatura de 500°C.

O intuito da realizacdo do método de Varredura de Microscopia Eletronica foi para
analisar os elementos quimicos contidos nas amostras de TiO; em cada tratamento térmico

e analisar sua estrutura morfoldgica
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10 um EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018
WD = 85mm Mag= 2.00KX Time :14:54:31

2 um

EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018
WD = 8.5 mm Mag= 500KX Time :14:57:17

Figura 4: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO» tratada a 500°C analisada a 2um.
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1 um EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018
WD = 8.5 mm Mag= 10.00 KX Time :15:04:01

Figura 5: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO, tratada a 500°C analisada a 1um.

A Tabela 1 contendo os elementos quimicos da amostra de TiO, mostrou ter os seguintes
elementos: carbono (C), oxigénio (O), Sédio (Na), Titanio (T1) e ouro (Au). Os elementos
mais abundantes na amostra foram o oxigénio e o titdnio, com porcentagem de 34,86% e
40,72%, provando que nas amostras analisadas e utilizadas no experimento, continha os
elementos quimicos corretos. O fato de ter apresentado uma alta porcentagem de ouro na
analise quimica, no valor de 17,04%, ¢ devido ao procedimento de preparo das amostras
para serem analisadas no equipamento do MEV, pois ¢ necessario que as amostras sejam

metalizadas para que a analise seja realizada da maneira ideal.

Spectrum Instats. C o Na Ti Au Total
Spectrum 1 Yes 4.05 3741 338 3853 16.64 100.00
Mean 4.17 3486 320 40.72 17.04 100.00
Std. 0.17 3.60 025 3.11 0.57
Deviation

Max. 429 3741 338 4292 1745

Min. 4.05 3232 3.03 3853 16.64

Tabela 1: Analise quimica molecular da amostra de TiO; tratada a temperatura de 500°C.
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As figuras 6,7 e 8 mostram a imagem gerada através da microscopia eletronica de

varredura da nanoparticula de TiO> tratada a temperatura de 650°C.

10 pm EHT =20.00 kv Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018
I WD= 9.0mm Mag= 200KX Time :15:22:53

WD = 9.0 mm Mag= 5.00KX Time :15:24:42

2pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018 W

Figura 7: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO» tratada a 650°C analisada a 2um.
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1 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018 ﬁ

WD = 8.0mm Mag= 30.00KX Time :15:27:14

Figura 8: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO» tratada a 650°C analisada a 1um.

De acordo com a Tabela 2, percebemos uma alta porcentagem de moléculas de
Oxigeénio e Titanio, 38,45% e 28,93% respectivamente na amostra de TiO, 650°C analisada,
indicando que os elementos contidos na amostra estdo corretos. A concentracao de ouro na
amostra foi de 16,55% pelo fato da metalizagdo das nanoparticulas no procedimento de

preparo da amostra.

Spectrum Instats. C o Na Ti Au Total
Spectrum 1 Yes 10.68 38.45 5.40 2893 16.55 100.00
Mean 10.68 38.45 5.40 2893 16.55 100.00
Std. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Deviation

Max. 10.68 38.45 5.40 28.93 16.55

Min. 10.68 38.45 5.40 2893 16.55

Tabela 2: Analise quimica molecular da amostra de TiO; tratada a temperatura de 650°C.
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As figuras 9,10 e 11 mostram a imagem gerada através da microscopia eletronica de

varredura da nanoparticula de TiO> tratada a temperatura de 800°C.

10 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :25 Oct 2018
WD = 85mm Mag= 200KX Time :15:13:13

Figura 9: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO» tratada a 800°C analisada a 10pm.

2 um EHT = 20.00 kV Signal A= SE1 Date :25 Oct 2018
H WD = 85mm Mag= 5.00KX Time :15:14:42

Figura 10: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO, tratada a 800°C analisada a 2pm.
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1 um

EHT = 20.00 kv
WD = 85 mm

Signal A = SE1

Mag= 30.00KX

Date :25 Oct 2018
Time :15:16:58

Figura 11: Microscopia eletronica de Varredura da amostra de TiO, tratada a 800°C analisada a 1pum.

De acordo com a Tabela 3, percebemos altas porcentagens de moléculas de Oxigénio e

de Titanio, 38,44% e 34,54% respectivamente na amostra de TiO> 800°C, comprovando

novamente que a nanoparticula utilizada no experimento continha os elementos corretamente

descritos. A porcentagem de ouro foi quantificada em 14,96% devido a etapa de metalizacdo

das amostras no processo experimental.

Spectrum

Spectrum 1
Mean

Std.

Deviation
Max.

Min.

In stats.

Yes

C

6.80

6.80

0.00

6.80

6.80

0]

38.44

38.44

0.00

38.44

38.44

Na

5.27

5.27

0.00

5.27

5.27

Ti

34.54

34.54

0.00

34.54

34.54

Au

14.96

14.96

0.00

14.96

14.96

Total

100.00

100.00

Tabela 3: Analise quimica molecular da amostra de TiO; tratada a temperatura de 800°C.

4.2 Difracao de Raio X
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A Figura 12 apresenta os padrdes de difracdo de raios X das amostras submetidas a
recozimento térmico a 500°C/lh, 650°C/1h e 800°C/lh e a Tabela 4 representa a
porcentagem e o tamanho das NPs na forma anatase, brokita e rutila. Os padrdes
caracteristicos das difragdes do dioxido de titdnio em Anatase, Rutila ¢ Brokita estdo

representados pelos simbolos (*), (**) e (**%*), respectivamente.

O aumento elevado da temperatura de recozimento at¢ 500°C ¢ crucial para
transformagao da fase anatase para rutila e no crescimento dos nanocristais (Tabela X). Nas
amostras tratadas a 650°C/1h, a transformacao da fase anatase para rutila € mais perceptivel.
Com o aumento da temperatura térmica para 800°C/1h, observou-se maior formagao da fase

brokita dos nanocristais, apresentando 16% de peso de brokita.

-

-
-
~

®
*
= * Anatase
=)
i st ** Rutile i
. ¢ *** Brookite
— § —
v 800°C/1h

T T T
...........kﬁ.ﬂ?....

DRX Intensidade (Unidades Arbitrarias)

20 30 40 50 60 70 80
20 (GRAUS)

Figura 12: Padrdes de Difragdo de Raio X das amostras submetidas a recozimento termal.
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Recozimento Termal | Tamanho (nm) | Anatase (%) | Rutila (%) | Brokita (%)

500°C/ 1h 8.5 91,06 8,94 0
650°C/ 1h 32 35,44 64,56 0
800°C/ 1h 44.1 0,00 84,07 15,93

Tabela 4: Tamanho e porcentagem das nanoparticulas de TiO, em anatase, rutila e brokita, submetidos a

recozimento termal.

As trés fases da nanoparticula de TiO: (anatase, brokita e rutila) possuem uma
semelhanga em sua estrutura, todas sdo revestidas pelo titanio e internamente o O se

aglomera (LANDMANN e colab., 2012).

Figura 13: Caracteristica estrutural das nanoparticulas de TiO, na forma anatase (A), rutila (B) e brokita (C).
O Titanio é representado pelas esferas brancas e o Oxigénio pelas esferas vermelhas (LANDMANN e colab.,
2012).

4.3 Espectroscopia Raman

A Figura 14 mostra os espectros micro-Raman dos nanocristais de TiO> submetidos ao
recozimento térmico. Todos os espectros foram normalizados para o pico de maior

intensidade, para facilitar a visualizagdo dos modos ativos micro-Raman.

Nos espectros micro-Raman de amostras emparelhadas a 500°C/1h, hd os modos

vibracionais da fase anatase. Com o aumento da temperatura térmica de recozimento para
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650°C/1h ocorreu a transformacdo da fase anatase em fase rutila e algumas alteragdes no
espectro Raman dos nanocristais de TiO». Essas alteracdes estdo relacionadas a formagao

da fase brokita, fato que concorda com a analise de Difracdo de Raio X (Imagem X).

Nos espectros relacionados a 800°C/1h, existem modos de vibragdo da fase de brokita,
e esse resultado confirma a presenga da mesma, uma vez que a presenga dessa fase nao foi

muito bem apresentada nos padrdes de Difracdo de Raio X.

Portanto, baseado nos resultados de Difracdo de Raio X e Espectroscopia Raman,
podemos concluir que os nanocristais de dioxido de titdnio possuiam alta pureza e

apresentaram diferentes fases em funcdo do tratamento de recozimento térmico.

— 1T =~ I * I * I & T * FT * I °
*** Brookite Phase * Anatase Phase
** Rutile Phase

= -

*
*

800°C/1h 1

D e kk*k

— kK%
<— x
€— xxx

Raman Intensidade (Unidades Arbitrarias)

500°C/1h

1 |54:I| |:1|:||::|:| Py | |
T 1 T — 1 1 1 1!

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Deslocamento Raman (Cm™)

Figura 14: Espectroscopia Raman das nanoparticulas de TiO, submetidos ao recozimento térmico.
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4.4. Método de Bradford

Foi realizado a metodologia de Bradford com finalidade de identificar a quantidade de
proteinas que continha em 0,1 g/ml da amostra de Geleia Real. A quantidade de proteinas

medida foi de 3,58 mg/pl.

4.5. Método da capacidade de reducio do Ferro (FRAP)

Os histogramas apresentam os resultados obtidos da capacidade antioxidante total das

nanoparticulas de TiO, em relacdo a sua capacidade de redugdo de ferro.

Como controle positivo (CT+) em todos os graficos do FRAP foi utilizado o acido
ascorbico, pois novamente se mostrou ser um 6timo quelante de ferro (IRIS F. F. BENZIE,

1996), promovendo uma capacidade antioxidante consideravel.

Analisando os resultados nos histogramas, notamos que os nanocristais de TiO> vao
ganhando certo potencial antioxidante com o aumento da concentragdo, porém sao valores

nao muito altos comparados com a geleia real e o controle positivo.

TiO, 500°C FRAP TiO, 500°C FRAP #2
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Figura 15 e 16: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO» tratada a 500°C em relacdo
a sua capacidade de redugdo de moléculas de Fe** para Fe**. Juntamente no experimento foi testada a
capacidade antioxidante da Geleia Real. As letras iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram
diferenca estatistica significante entre si. A andlise estatistica foi realizada com confec¢do de Anova e pelo

pos teste de Tukey (p < 0.05).
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TiO, 650°C FRAP
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Figura 17 e 18: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO; tratada a 650°C em relagdo

a sua capacidade de reducio de moléculas de Fe’' para Fe?*. Juntamente no experimento foi testada a

capacidade antioxidante da Geleia Real. As letras iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram

diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica foi realizada com confec¢cdo de Anova e pelo

pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 19 e 20: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO; tratada a 800°C em relagao

a sua capacidade de redugdo de moléculas de Fe** para Fe**. Juntamente no experimento foi testada a

capacidade antioxidante da Geleia Real. As letras iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram
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diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica foi realizada com confec¢do de Anova e pelo

pos teste de Tukey (p < 0.05).

Os histogramas 21,22 e 23 abaixo apresentam os resultados obtidos ao se misturar as
nanoparticulas com a geleia real, onde as nanoparticulas atrapalharam o efeito da geleia real
em relacdo a sua atividade antioxidante, possivelmente pelo fato do titanio envolto a
molécula de TiO; ter certa afinidade pelo carboidrato da composigdo geleia, fazendo assim
uma possivel ligacdo com a geleia real, “ocupando” grande parte da geleia na solugdo e de
suas caracteristicas antioxidantes, e consequentemente dificultando seu efeito redutor do
ferro (GURZAWSKA e colab., 2012). O controle positivo (CT+) utilizado novamente foi

0 acido ascorbico.

TiO, 500°C FRAP + Geleia Real
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Figura 21: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 500°C associada a
geleia real em relagdo a sua capacidade de redugdo de moléculas de Fe’" para Fe?'. As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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TiO, 650°C FRAP + Geleia Real
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Figura 22: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO; tratada a 650°C associada a
geleia real em relagdo a sua capacidade de redugdo de moléculas de Fe*" para Fe?. As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 23: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 800°C associada a
geleia real em relagdo a sua capacidade de redugdo de moléculas de Fe®" para Fe?'. As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenga estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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A afinidade com a dgua e a estabilidade de dispersdo das nanoparticulas ¢ um dos
principais fatores que devem ser levados em consideracdo antes de uséd-las em qualquer
meio. A estabilidade de dispersdo pode ser influenciada por varios pardmetros, como: as
caracteristicas intrinsecas das nanoparticulas, a solu¢ao onde ela estd dispersa e a absor¢ao
intencional ou ndo de diferentes macromoléculas na superficie da nanoparticula

(BRUNETTE e colab., 2001; LABILLE e BRANT, 2010).

Muitos 6xido-metais sofrem hidrolise na presenga da 4dgua e formam camadas de
hidroxidos em sua superficie. A formagdo de uma hidroxila polar na superficie do 6xido-
metal faz com que a mesma atraia e absorva outras camadas de moléculas de adgua polares,
que consequentemente ira conferir uma caracteristica hidrofilica no 6xido-metal (COSTA

e colab., 2006; LABILLE e BRANT, 2010).

A estrutura das nanoparticulas de TiO> consiste em 4tomos de oxigénio triplamente
coordenados para um atomo de titanio. A superficie do TiO2 pode ter grupos de oxigénio
isolados, duplos ou triplamente coordenados, onde a proporcao destes grupos depende da
estrutura da nanoparticula e sua sintese. A carga que falta nos grupos isolados e duplos de
oxigénio pode ser compensada pela ligagao i6nica de um ou dois protons da solugdo aquosa
em que a nanoparticula esta, esse fato ira estabilizar os elétrons da nanoparticula, deixando

a nanoparticula estavel (LABILLE e BRANT, 2010).

As nanoparticulas de TiO> estdo estaveis em solu¢do aquosa, ndo estando
eletronicamente ativas para doarem elétrons ao ferro para reduzi-lo, consequentemente nao
foi detectada nenhuma atividade antioxidante do TiO; e o motivo das nanoparticulas irem
ganhando certa atividade antioxidante com o aumento da concentracdo, se deve pelo fato
de que quanto maior a quantidade de nanoparticulas em um mesmo volume constante de
agua, menos moléculas de H,O estardo disponiveis para estabilizar essas NPs, fazendo
assim com que elas ndo fiquem totalmente estdveis em altas concentragdes (DIEBOLD,

2002)

4.6. Método do sequestro do radical DPPH (DPPH)

Os histogramas abaixo apresentam os dados obtidos através do teste de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) pelos nanocristais de didéxido de titanio

tratados em diferentes temperaturas.
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Estudos comprovam que o acido ascorbico ¢ uma molécula eficaz e importante no
método de sequestro do radical DPPH, pois ¢ um antioxidante rapido e eficiente, muito

utilizado como controle positivo para comparagao entre amostras (OM P. SHARMA, 2008).

Analisando os graficos percebemos que os nanocristais de TiO, ndo conseguiram
sequestrar o radical DPPH, mostrando que ndo possuem fun¢do antioxidante em
compara¢do com o acido ascorbico. As menores concentracdes de todas as nanoparticulas
de TiO. obtiveram baixas porcentagens de sequestro de DPPH, e as concentragdes de 3.0
mg/mL e 10.0 pg/mL da nanoparticula tratada a 800°C obtiveram os maiores resultados em

porcentagem.

O controle positivo (CT+) utilizado foi o acido ascorbico e o controle negativo (CT-)

foi o metanol, juntamente no experimento foi testada a capacidade antioxidante da Geleia

Real.
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Figura 24 e 25: Histogramas comparativos entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 500°C em
relacdo a sua capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confecg@o de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 26 e 27: Histogramas comparativos entre as diferentes concentracdes de TiO; tratada a 650°C em
relagdo a sua capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 28 e 29: Histogramas comparativos entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 800°C em
relacdo a sua capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As letras iguais
correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenga estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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O radical DPPH ¢ considerado uma molécula estdvel, e a metodologia consiste no
sequestro de DPPH para reduzi-lo a hidrazina através de um doador de hidrogénio. As
nanoparticulas de TiO2 ndo possuem a capacidade de doar hidrogénio para ocorrer essa
reducdo do DPPH, contudo as NPs ndo apresentaram caracteristicas antioxidantes

isoladamente (ALVES e colab., 2010).

As figuras 30, 31 e 32 abaixo apresentam o poder efetivo da geleia real isolada em
relacdo ao radical DPPH, porém ao associar as nanoparticulas de TiO> a geleia, o efeito
antioxidante da geleia real foi reduzido, mostrando que as nanoparticulas nao tiveram efeito
potencializador, mas pelo contrario, as NPs atrapalharam o efeito antioxidante da geleia
real, dificultando sua atividade sobre o radical DPPH. Como controle positivo (CT+) foi

utilizado novamente o &cido ascérbico e o controle negativo foi utilizado o metanol (CT-).
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Figura 30: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 500°C associada a
geleia real em relagao a sua capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As letras
iguais correspondem as amostras que nao apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise

estatistica foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pds teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 31: Histograma comparativo
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iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise

estatistica foi realizada com confec¢@o de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 32: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO, tratada a 800°C associada a

geleia real em relacdo a sua capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As letras

iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A andlise

estatistica foi realizada com confec¢@o de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Em alguns trabalhos as NPs de TiO> sdo descritas com caracteristicas antioxidantes e
com alta biocompatibilidade, indicando uma 6tima solugdo para carreamento de farmacos
(MAURICIO e colab., 2018). Porém em outros artigos foram relatados que o TiO> possui
caracteristica citotoxica e oxidante. Tais caracteristicas oxidantes ou antioxidantes das NPs
sdo dependentes do tamanho, superficie e seus respectivos método de sintese (ANDREOLI

e colab., 2018; SUN e colab., 2017).

As nanoparticulas de TiO, testadas ndo conseguiram sequestrar o radical DPPH e
também ndo conseguiram potencializar o efeito da geleia real, possivelmente pelo fato das
NPs serem oxido-metalicas e estaveis em solu¢do aquosa, ndo conseguindo doar hidrogénio
ao radical DPPH (ALVES e colab., 2010). O Titanio ndo consegue interagir com o radical
livre DPPH, muito pelo contrario, o TiO> diminuiu o efeito antioxidante da geleia real,
possivelmente devido a ligacdao que o titanio das NPs faz com as moléculas organicas da
geleia, fazendo assim com que o nanocristal de TiO; ndo atue como um agente antioxidante,
independentemente de seu tamanho ou fase cristalina, mas sim atue como um composto que

dificulta a agdo antioxidante da geleia real (BRUNETTE e colab., 2001; DIEBOLD, 2002).

4.7. Método do sequestro do radical peroxil (ORAC)

Os histogramas abaixo apresentam o efeito antioxidante da geleia real ja descrito na
literatura (PAVEL e colab., 2011) e também mostram um valor extremamente alto e curioso

das nanoparticulas de TiO,.

A metodologia do ORAC se baseia na capacidade antioxidante da amostra medida pela
habilidade de proteger a fluoresceina da oxidagdo causada pelo reagente azobis. (ANDRE

e SILVA, 2010)
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Figura 33 e 34: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO; tratada a 500°C isolada e

associada a geleia real, em relacdo a sua capacidade de sequestro do radical peroxil. As letras iguais

correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 35 e 36: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO» tratada a 650°C isolada e

associada a geleia real, em relacdo a sua capacidade de sequestro do radical peroxil. As letras iguais

correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenga estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confecgdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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ORAC TiO, 800°C
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Figura 37 e 38: Histograma comparativo entre as diferentes concentragdes de TiO; tratada a 800°C isolada e

associada a geleia real, em relacdo a sua capacidade de sequestro do radical peroxil. As letras iguais

correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si. A analise estatistica

foi realizada com confeccdo de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).

A fluoresceina ¢ um corante xanténico de férmula molecular C20H120s5 que possui

emissao de fluorescéncia intensa. E bastante utilizada na medicina para determinagao de

circulacao sanguinea. Estudos comprovam que o TiO» consegue se ligar na fluoresceina

através de ligagdes polares, assim como consegue se ligar em carboidratos [Cx(H20)O)y].

(INOC e colab., 2000).
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Figura 39: Estrutura molecular da fluoresceina (ALVES e colab., 2010).
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A ligagdo polar entre o TiO; e a fluoresceina faz com que o reagente azobis tenha
dificuldade em reagir e degradar a fluoresceina, logo os histogramas apresentaram um valor
falso positivo das nanoparticulas de TiO,, pois elas interagem fortemente com a
fluoresceina e ndo com o reagente azobis, onde a nanoparticula que prevalece na forma
anatase (500°C) interage mais que a nanoparticula que prevalece na forma rutila (650°C) e
a nanoparticula que possui caracteristicas da forma brookita em sua férmula (800°C)
conseguiu interagir ainda mais com a fluoresceina, apresentando valores muito altos nos
resultados, ndo sendo possivel estimar os valores antioxidantes das nanoparticulas pela

metodologia do sequestro do radical peroxil (ALVES e colab., 2010; INOC e colab., 2000).

4.8. Espécies Reativas do Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Os resultados obtidos no experimento do TBARS estdo representados nos histogramas
abaixo. A concentragdo utilizada de todas as nanoparticulas foi de 1 mg/ml e da geleia real

foi de 0,1 g/ml.

Na Figura 40 notou-se o efeito antioxidante da geleia real e do acido ascorbico em
relagdo ao homogeneizado isolado, e o efeito oxidante do ferro e do ascorbil (ferro + acido

ascorbico).

TBARS #1
2.57

1.99

nmol MDA/mg Proteinas

Figura 40: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbiturico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significancia estatistica entre si, comecando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.
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Na Figura 41 notou-se o leve efeito antioxidante das nanoparticulas de TiO2, que se
perde com o aumento do tamanho das nanoparticulas, onde a nanoparticula tratada a 500°C
obteve um efeito antioxidante melhor do que a nanoparticula tratada a 800°C que possui

maior tamanho.

Devido a forma molecular dos lipideos de membrana ser basicamente constituida de
carbono, hidrogénio e oxigénio, o titdnio revestido nas nanoparticulas consegue
possivelmente promover uma interacdo com os lipideos, assim como essas NPs interagem
com a geleia real, se ligando aos lipideos de membrana, atuando como uma barreira,
dificultando a peroxidacao lipidica (DECUZZI e MITRAGOTRI, 2016; GURZAWSKA ¢
colab., 2012; RAMANA e colab., 2017).

TBARS #2

0.40

nmol MDA/mg Proteinas

Figura 41: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbitirico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significncia estatistica entre si, comegando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.

Na Figura 42 observou-se o efeito oxidante do ascorbil no homogeneizado, onde esse
efeito ¢ levemente inibido pelas nanoparticulas de TiO.. Os efeitos antioxidantes decaem
com o aumento da nanoparticula e a geleia real foi a amostra que obteve maior efeito

antioxidante contra o ascorbil.
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Figura 42: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbitarico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significancia estatistica entre si, comegando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.

Na Figura 43 observou-se o efeito antioxidante do acido ascorbico isolado, € a pequena
perda do efeito antioxidante do mesmo quando junto com as NPs. Esse efeito reduzido das
nanoparticulas juntamente com o acido ascérbico se deve pelo fato do titanio das NPs
possivelmente se ligar ao acido ascorbico de férmula molecular CsHgOs, formando um
complexo de titanio + acido ascérbico inibindo o efeito antioxidante do acido ascoérbico
assim como inibe o efeito antioxidante da geleia real, uma vez que j& foi descrito na
literatura que as nanoparticulas se ligam em algumas moléculas organicas (GURZAWSKA

e colab., 2012).
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Figura 43: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbiturico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significancia estatistica entre si, comecando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.

Na Figura 44 notou-se o efeito oxidante do ferro no homogeneizado e o efeito
antioxidante das nanoparticulas quando juntas com o ferro, inibindo levemente o efeito

destrutivo do ferro no homogeneizado.

Novamente as nanoparticulas se mostraram eficientes para inibicdo da peroxidacao
contra o ferro, uma vez que as nanoparticulas estando estaveis em solu¢do aquosa ndo
conseguem interagir com o ferro, contudo o titdnio das NPs continuam a interagir com os
lipideos de membrana, atuando como uma barreira e dificultando a peroxidagao lipidica

novamente (MOSTEFA-SBA e colab., 1999).
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Figura 44: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbiturico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significancia estatistica entre si, comecando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.

Na Figura 45 observou-se a reducao do efeito antioxidante da geleia real quando a

mesma esta junta com as nanoparticulas.

Essa redugdo do efeito antioxidante da geleia real se deve possivelmente pelo fato das
nanoparticulas interagirem fortemente com as moléculas organicas da geleia, ocultando sua
caracteristica antioxidante, consequentemente, nao protegendo o homogeneizado da

peroxidagdo lipidica (ALVES e colab., 2010; GURZAWSKA e colab., 2012).
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TBARS #6

nmol MDA/mg Proteinas

Figura 45: Histograma comparativo das amostras no método das espécies reativas do acido tiobarbiturico. A
reta acima das barras indica as amostras que ndo obtiveram significancia estatistica entre si, comec¢ando a

leitura pela curva da reta e terminando na seta indicativa.

Nos histogramas comparativos pode-se observar que novamente o titdnio que reveste as
nanoparticulas mostrou se ligar em moléculas organicas, no caso se ligaram aos lipideos de
membrana dificultando a peroxidac¢ao lipidica e se ligaram a geleia real e ao cido ascorbico
dificultando seu efeito antioxidante (RAMANA e colab., 2017; SPENCER ¢ SCHWARTZ,
2000).

4.9. Teste de producio de Espécies Reativas em Macrofagos

As nanoparticulas de TiO; foram testadas para verificar sua capacidade de producao de

espécies reativas de oxigénio em cultura de macréfagos.

Os histogramas demonstram os resultados obtidos dos ensaios de espécies reativas em
macrofagos. O indutor de ROS utilizado no ensaio foi o Zymosan e a atividade dos
nanocristais de TiO> foram testados tanto isolados quanto combinados com o Zymosan a

fim de verificar se eles causam estresse oxidativo ou ndo.
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Figura 46: Histograma comparativo entre as amostras de TiO; tratadas a 500°C isoladas ou em conjunto com
o zymosan. As letras iguais correspondem as amostras que ndo apresentaram diferenca estatistica significante

entre si. A analise estatistica foi realizada com confec¢do de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 47: Histograma comparativo entre as amostras de TiO; tratadas a 650°C isoladas ou em conjunto com
o zymosan. As letras iguais correspondem as amostras que nao apresentaram diferenga estatistica significante

entre si. A analise estatistica foi realizada com confec¢do de Anova e pelo pos teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 48: Histograma comparativo entre as amostras de TiO; tratadas a 800°C isoladas ou em conjunto com
o zymosan. Néo foi identificada significancia coesa entre os valores da nanoparticula de TiO, 800°C, veiculo

€ Zymosan.

Ao analisar o efeito da nanoparticula de TiO; tratada a temperatura de 500°C, nota-se
que isolada, ndo demonstrou produgdo de ROS em macrofagos, entretanto, combinada com
o reagente indutor de espécies reativas, o Zymosan, a mesma potencializou seu efeito

destrutivo.

Esse efeito potencializador da atividade do Zymosan foi identificado novamente no teste
com as nanoparticulas tratadas a 650°C e 800°C, embora as mesmas isoladas ndo tenham

gerado espécies reativas.

O efeito potencializador do indutor de ROS Zymosan foi maior na concentragdo mais
alta (10 pg/mL) das nanoparticulas tratadas a 500°C e 650°C. J4 na nanoparticula tratada a
800°C, o indutor zymosan teve seu efeito altamente potencializado nas concentragdes de

0.1,1e 10 pg/mL.

Apbs os resultados obtidos nos testes biologicos, foi realizado a técnica de microscopia
de forca atdomica (AFM) com a finalidade de descobrir alguma possivel interagdo entre as

nanoparticulas de TiO; e 0 Zymosan.
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Figura 49: Analise de microscopia de forca atdmica do reagente Zymosan isolado.

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0 pm0.5

1.0

1.5

[ T -89.4 deg
| -95.0
" —100.0
[ -105.0
-110.0
-115.0
-120.0
-125.0
-130.0
-135.0
-140.0
-145.0
-150.0
-155.0
-163.8
—112.5 deg
—-120.0
—125.0
—130.0
—135.0
—140.0
—145.0
—150.0
—157.4

Figura 50: Analise de microscopia de forga atdmica das nanoparticulas de TiO; isoladas.

47



—0.5 0.0 pm 0.5 1.0 1.5

[T -100.1 deg
| -105.0

[ -110.0

-115.0

-120.0

-125.0

-130.0

-135.0

—143.5

Figura 51: Analise de microscopia de forga atdmica do reagente Zymosan combinado com as nanoparticulas
de TiO,. As nanoparticulas de TiO, sdo representadas pelas camadas brancas/cinzas e o Zymosan &

representado pela camada mais escura que engloba a camada branca/cinza.

Como ja4 mencionado, o titdnio ¢ um material bastante utilizado em implantes
biomédicos e ¢ altamente reativo, quando exposto ao ar ou em fluido ¢ rapidamente
transformado em uma camada de TiO», essa camada entre o implante e o material biologico
promove a resisténcia parcial a corrosdo sob determinadas condigdes biologicas e a

biocompatibilidade do titdnio (BRUNO e colab., 2014).

A resisténcia a corrosdo do titanio ndo ¢ totalmente absoluta, ou seja, o material por
mais “seguro” que seja, ainda sofre processos corrosivos. Esses processos fazem com que
o titanio libere ions nos tecidos adjacentes causando possiveis danos. Pesquisas mostraram
que foi encontrado titdnio ligado idnicamente a biomoléculas de tecidos adjacentes ao
implante, mostrando que houve corrosdo do material implantado (MAKUMIRE e colab.,

2014; YU e colab., 2015).

Ja foi relatado que implantes de titanio possuem diversas biomoléculas, como
polissacarideos, proteinas e lipideos ligadas em sua superficie que podem alterar a

resisténcia a corrosdo do material (YU e colab., 2015). E possivel ver na Figura 51 que o
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titAnio reveste as moléculas de oxigénio nas nanoparticulas de TiO,, portanto as

biomoléculas interagiram com o titinio (LANDMANN e colab., 2012).

E fato cientifico que no local onde ocorre um processo inflamatorio, ele se torne mais
acido. Essa acidificagdo ¢ de alto risco para implantes metalicos que possuem biomoléculas
ligadas em sua superficie, pois sua resisténcia a corrosao estara comprometida nesse meio,
liberando mais ions provindos do implante e rompendo o biofilme de TiO, podendo liberar
titdnio nas camadas adjacentes do material e devido a desestruturacdo das moléculas de
TiO2, o Oxigénio interno ¢ liberado no meio intracelular, sendo passivel de sofrer oxidacao
e acabar gerando o anion superéxido, promovendo maior estresse oxidativo (MAKUMIRE

e colab., 2014; MORENO e colab., 2019; YU e colab., 2015).

Devido a esses fatos podemos perceber que o reagente Zymosan, constituido
principalmente por polissacarideos (73%), pode interagir fortemente com o titanio que
reveste as nanoparticulas de TiO, (GURZAWSKA e colab., 2012; LANDMANN e colab.,
2012). Uma hipdtese para o efeito devastador do titanio ligado ao zymosan € a de que ao se
encontrarem eles formam um complexo entre TiO, + Zymosan, onde esse complexo ird

causar maior dano a cé€lula, através da liberacao de mais espécies reativas de oxigénio.

Uma outra hipotese ¢ a de que a interagdo dos polissacarideos com o TiO> pode ter
promovido um decaimento em sua resisténcia a corrosao e a resposta inflamatoria causada
pelo zymosan pode ter feito com que o meio ficasse levemente acido, fazendo com que o
titanio e o oxigénio se dissociassem, liberando mais moléculas de O no meio,
consequentemente favorecendo mais a producao do anion superoxido e liberando titanio no

meio intracelular, promovendo maior estresse oxidativo, levando a uma maior resposta

inflamatéria (BRUNO e colab., 2014; YU e colab., 2015).

5.0 Conclusao

Com os resultados apresentados podemos concluir que as nanoparticulas de TiO2 podem
apresentar diferentes caracteristicas dependendo do meio onde estdo, pois foi relatado que
as mesmas conseguem interagir com carboidratos e outras moléculas, e apds um tempo no
corpo, o titdnio consegue se deslocar do local do implante e se alojar em 6rgdos e tecidos

adjacentes ao implante, principalmente em situacdes onde o tecido estd sobre determinada
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resposta inflamatoria, pois a acidificagdo do local inflamado pode alterar a resisténcia a

corrosdo das nanoparticulas e liberar titdnio do material nos tecidos adjacentes ao implante.

Isso ndo ¢ ideal, pois a maior aplicagdo das nanoparticulas ¢ em implantes e proteses em
humanos, e o fato de ndo se saber exatamente como essas nanoparticulas irdo se comportar
¢ preocupante, pois sdo usadas em larga escala ¢ em todo o mundo, assim, estudos
aprofundados devem ser realizados para que as nanoparticulas possam ser usadas com

sabedoria e consciéncia, sem que nenhum 6rgao ou molécula do corpo se prejudique.

Foi possivel concluir que as nanoparticulas isoladas n3o possuem capacidade
antioxidante e também atrapalharam o efeito antioxidante da geleia real, mostrando assim
que ndo sdo antioxidantes por si s6 € ndo potencializaram o efeito antioxidante da geleia

real em nenhum experimento realizado.
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