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APRESENTACAO

A medicina regenerativa ¢ um dos campos mais importantes do século XIX, juntamente
com o desenvolvimento de biomateriais em nanoescala. A combinacdo de células ¢
nanomateriais pode trazer beneficios como a regeneragdo tecidual. O didxido de titdnio éum
metal bem estudado com intmeras aplicagdes devido as suas propriedades unicas em
comparagdo com outros metais, porém sabe-se que esse metal pode causar toxicidade e podem
acumular em diferentes 6rgaos do corpo. Portanto, essa pesquisa teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade do dioxido de titanio in vitro além de avaliar a proliferagdo emigracgao celular.

O objetivo do capitulo 1 ¢ fornecer uma fundamentagao tedrica para os topicos de
medicina regenerativa, nanotecnologia, dioxido de titdnio e cicatrizacdo de feridas. Ja o

capitulo II apresenta o artigo e resultados dessa pesquisa.



CAPITULO I

1. MEDICINA REGENERATIVA

A perda de tecido, faléncia de 6rgdos e deformidades congénitas, sdo tratadas ha anos
com transplante de 6rgdos/tecidos, uso de aloenxertos, dispositivos sintéticos, mas essas
terapias tém limitacdes como falta de doadores, rejeicdo imunologica, reagdes alérgicas e
procedimentos cirurgicos invasivos (MIZUNO et al., 2012; KORIA, 2012). Uma abordagem
para solucionar tais problemas ¢ o uso da medicina regenerativa, que tem como objetivo
reparar, regenerar e substituir 0rgdos e tecidos por meio da combinacdo de células, biomateriais
e a biologia molecular visando restabelecer fun¢des normais do corpo (SAMPOGNA et al.,
2015).

A lesdo tecidual € causada por algum estimulo que interrompe a continuidade fisica dos
tecidos funcionais. Alguns fatores que podem causar lesdes internas ou externas sdo estimulos
fisicos, quimicos, elétricos ou térmicos e também podem danificar organelas especificas ou
células. O processo de reparo de feridas pode ser dividido nas seguintes etapas,que podem
ocorrer simultaneamente durante a cicatrizagao tecidual: hemostasia, recrutamento de células
inflamatoérias, proliferagao celular e por fim, a remodelagdo (GONZALEZ et al., 2016;
GUILLAMAT-PRATS, 2021).

A hemostasia ¢ a primeira etapa do reparo tecidual, onde os vasos sanguineos
lesionados se contraem e a ativagdo da cascata de coagulagdo permite a agregacao de
trombocitos e plaquetas em uma rede de fibrina, o que € essencial para formar uma barreira
contra a invasao de microrganismos, além de organizar a matriz temporaria necessaria para a
migracao celular, que por sua vez restaura a funcdo da pelecomo barreira protetora,
preservando a integridade da pele. Também permite a migracdo celular para o microambiente
da ferida e estimula a proliferacdo de fibroblastos (GONZALEZ et al., 2016; GUILLAMAT-
PRATS, 2021).

Na fase inflamatoria € essencial o recrutamento de células inflamatérias para o localda
lesdo, para que possam remover as cé¢lulas danificadas por patdogenos. Os leucécitos recrutados
para essa area secretam fatores de crescimento, enzimas e quimiocinas que produzem inchaco,
calor, vermelhiddo e dor, que s@o os cléssicos sinais de inflamagdo. Se o recrutamento dos
leucocitos for prolongado e um nimero excessivo de células ativadas se acumulam no local da
lesdo, o processo de cicatrizagdo sera afetado devido a inflamacdo (GUILLAMAT-PRATS,
2021).



A fase proliferativa inicia-se nas primeiras 72 horas da inflamacao e pode durar até 14
dias apds o inicio da lesdo. O objetivo dessa fase € substituir a matriz provisoria da hemostasia
reduzindo a area de superficie do tecido lesionado, substituido por tecido de granulagdo,
enfatizando células como fibroblastos, que contribuem para a contracdo dasextremidades da
lesdo migrando em dire¢do as respostas de citocinas e fatores de crescimento, juntamente com
granuldcitos, macrofagos, feixes de colagenos formando uma estrutura epitelial viavel
(GONZALEZ et al., 2016; NEGUT et al., 2020; GUILLAMAT-PRATS, 2021).

A fase de remodelagdo comeca no final do desenvolvimento do tecido de granulacao
formado na fase proliferativa e pode durar de 21 dias a anos, dependendo da cicatrizagdo. Nesta
fase, fibroblastos sdo diferenciados em miofibroblastos que participam na produgdo da matriz
extracelular e da forca mecanica. O colageno tipo III produzido rapidamente na matriz
extracelular ¢ substituido pelo colageno I, que tem maior resisténcia flexibilidade promovendo
epitelizacdo e neovascularizagdo (GONZALEZ et al., 2016; NEGUT et al., 2020;
GUILLAMAT-PRATS, 2021).

Células-tronco sdao uma das principais células do corpo humano devido ao seu grande
potencial de autorrenovagao, por serem células indiferenciadas capazes de se diferenciar em
mais de 200 tipos celulares. A classificacdo das células tronco sao baseadas na capacidade de
diferenciagdo celular sendo classificadas em 5 grandes grupos (FALZARANO, et al., 2019;
RAJABZADEH, et al., 2019):

- As totipotentes sdao capazes de se diferenciar em qualquer outra célula no organismo e
conhecidas por formarem células do tecido embrionario e extraembrionario;

- As pluripotentes conhecidas como células embrionarias podem se diferenciar emquase
todos os tipos celulares, mas ndo conseguem formar um embrido completo;

- As multipotentes sdo conhecidas como células-tronco adultas e diferente das outras
duas citadas elas possuem uma menor capacidade de diferenciacao, um exemplo sdo as
células-tronco de medula dssea e de tecido adiposo;

- As células-tronco oligopotentes sdo células progenitoras que se diferenciam em tipos
de células de uma tnica linhagem;

- As células-tronco unipotentes sdo as que possuem uma menor capacidade de
diferencia¢do, uma vez que elas geram novas apenas do tecido de origem como as

células do osso.
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Figura 1: Capacidade de diferenciacdo de células-tronco. Imagem feita utilizando os recursos

disponiveis no Biorender.com

O uso de células-tronco ¢ uma abordagem promissora para reparar danos teciduais, pois
essas células secretam moléculas sinalizadoras chamadas fatores de crescimento que
influenciam varios processos, como cicatrizagdo de feridas, proliferagdao, diferenciagdo e
migracao celular (MIZUNO et al., 2012; KORIA, 2012). A linhagem MC3T3-E1 ¢ uma célula-
tronco unipotente derivada da calvaria de camundongos recém-nascidos comprometidos com
uma linhagem especifica de osteoblastos (YAZID, et al., 2010; GIBON, et al., 2012).

Os osteoblastos sao células de origem mesenquimal, sendo as mais importantes no
processo de osteogénese. Alguns estudos mostraram que os osteoblastos podem afetar a
homeostase do corpo porque a proteina osteocalcina pode atuar como um hormonio que atinge
0 pancreas, os testiculos e o tecido adiposo (LIU, et al., 2019).

A utilizacao de células indiferenciadas, como as de origem mesenquimal, estdo sendo

muito utilizadas associadas a nanomateriais na medicina regenerativa.

2. NANOTECNOLOGIA

A pesquisa € o desenvolvimento da nanotecnologia ¢ um dos maiores marcos
cientificos do século XIX. Kumar e colaboradores 2020 definiram a nanotecnologia como "um
campo multidisciplinar no qual as propriedades e estruturas dos materiais sao manipuladas em
escala nanométrica por meio de vias fisicas, quimicas e biologicas" (KUMAR, et al., 2020).

Os nanomateriais variam em tamanho entre 1 a 100 nandmetros e podem ser
sintetizados em varias formas, como nanotubos, nanoparticulas, nanofibras, nanocarreadores,
nanoesferas, entre outros (SENGUL, et al., 2020). Pesquisas mostram que alguns materiais
em escalas nanométricas possuem propriedades diferentes quando comparados a escala

normal, sendo essas propriedades importantes para a area cientifica (YADAV, et al., 2022).



As nanoparticulas apresentam diversas vantagens na medicina devido ao seu tamanho
nanométrico e propriedades fisico-quimicas, podendo também ser preparadas de diferentes
formas e métodos quimicos. As nanoparticulas podem ser classificadas como metélicas, pois
podem ser sintetizadas com metais como prata, ouro, zinco ¢ dioxido de titanio, que sdo
amplamente utilizadas em aplicagdes biomédicas (ABDAL DAYEM, et al., 2018).

Uma das principais vantagens da nanotecnologia ¢ o desenvolvimento de terapias
especificas, além de sua presenca em diversas areas médicas, como diagnostico precoce, drug
delivery, biologia molecular, biotecnologia, tratamento de cancer, imunoterapia e engenharia
de tecidos (MAHALI, et al., 2019; KUMAR, et al., 2020). As nanoparticulas podem interagir
com outras biomoléculas devido as propriedades de superficie, como porosidade, estabilizacao
e heterogeneidade, resultando em melhor biodistribuicdo no corpo humano(MAHALI, et al.,
2019).

As nanoparticulas (NPs) podem ser utilizadas para regeneragdo tecidual nofechamento
de feridas (internas) ou como drug delivery para agentes terapéuticos. Ja foi demonstrado que
nanoparticulas metalicas, como ouro, prata e dioxido de titdnio possuem propriedades
antibacterianas essenciais para o fechamento de feridas (MAHALI, et al., 2019; AKAKURU, et
al., 2020). Apos as lesdes, os microrganismos podem infectar a area, dificultar o processo de
cicatrizagdo e formar biofilmes que causam resisténcia aos antibioticos, o que representa um
grande risco para os pacientes (PORMOHAMMAD, et al., 2021).

O dioxido de titanio (TiO2) tem sido objeto de grandes descobertas nos ultimos anos,
pois a reducdo de seu tamanho a escala nanométrica e a alteragdo de sua forma levam a
propriedades quimicas e fisicas Unicas. As nanoparticulas de TiO, possuem uma grande area
de superficie a medida que o tamanho desses materiais diminui e a correlagdo entre superficie
e volume pode criar propriedades fisico-quimicas melhores do que em escalas normais.
(ALONSO-GOULART, et al., 2021).

O TiO; ¢ um dos metais mais importantes ¢ ¢ usado em diversosprodutos como
pigmentos para tintas, cosméticos, protetores solares, preservacdo de alimentos, painéis
solares, implantes biomédicos além de serem utilizados em regeneracdo o0ssea. Ao ser utilizado,
¢ importante garantir a estabilidade das fases cristalinas do TiO, poisas propriedades do
material modificado em tamanhos pequenos podem ser afetadas porfatores externos, como
temperatura e pressao, podendo alterar as fases cristalinas do dioxido de titdnio (CHO, et al.,

2013; ZHANG, et al., 2014; HAUGEN, et al., 2016).



Anatase, rutila e brukita sdo fases cristalinas desta nanoparticula que possuem oito faces
poliédricas conectadas, resultando em compartilhamento de faces entre elas. O sistema
cristalino da anatase e rutila ¢ tetragonal, enquanto a brukita ¢ ortorrombica (ZHANG, et al.,
2014). Estudos mostram que as fases brukita e anatase geralmente se transformam na fase rutila
em um determinado tamanho de particula, onde a fase rutila atinge maior estabilidade em
relacdo a fase anatase em tamanhos de particula acima de 14 nm (AKAKURU, et al., 2020).

Em termos de disponibilidade ambiental, rutila é a fase mais simples, enquantoanatase
e brukita sdo raras. (YU, et al., 2017; STEPHEN, 2020). Devido a baixa densidade a fase
anatase ¢ considerada a fase mais toxica entre elas, podendo transitar facilmente para a fase
rutila em altas temperaturas ou por outros fatores,como concentragao de impurezas e tamanho
da particula (AKAKURU, et al., 2020).

Estudos relatam que as diferentes formas e tamanhos do cristal dessas nanoparticulas
podem causar toxicidade celular e tecidual e se acumular em 6rgaos como pulmao, figado, rins,
podem também afetar o sistema neuroldgico, além de gerar quantidades de espécies reativas
de oxigénio (ROS), podendo induzir citotoxicidade e genotoxicidade (YU, et al., 2017).
Estudos apontam que as NPs de TiO> também podem estar associadas a processos como
apoptose em células hepaticas humanas (YOO, et al., 2012).

Apesar da controvérsia sobre a possivel citotoxicidade e apoptose ao usar NPs de TiO»,
estudos mostram que tais NPs podem ter um efeito promissor no processo de cicatrizagdo de
feridas, pois essas NPs possuem propriedades antimicrobianas muito importantes no processo
de cicatrizagdo prevenindo infecgdes (NIKPASAND, et al., 2019). Oefeito antibactericida do
Ti10; pode ser explicado, pois ao gerar espécies reativas de oxigénio,ha uma interacdo com o
DNA e enzimas inibitorias causando a morte das bactérias (BLANCO-FERNANDEZ, et al.,
2021). Logo espera-se que os NCs de TiO, em combinagdocom as células pré-osteoblasticas

possam criar condigdes favoraveis para o processo dereparo tecidual.
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CAPITULO 11

RESUMO

A medicina regenerativa ¢ um dos campos mais importantes do século XIX, juntamente
com o desenvolvimento de biomateriais em nanoescala. A combinacdo de células ¢
nanomateriais pode trazer beneficios, como a regeneragdo tecidual. O didxido de titdnio € um
metal bem estudado com inumeras aplicagdes devido as suas propriedades unicas em
comparacdo com outros metais. Neste estudo, nanocristais de dioxido de titdnio foram
sintetizados e caracterizados nas fases anatase, rutila e bruquita. Ensaios de viabilidade,
proliferacdo e migragdo foram realizados em células MC3T3-E1 usando nanocristais de TiO2
em diferentes concentragdes. Os resultados mostraram que os nanocristais sao de alta pureza
e exibem diferentes fases em fung¢do do tratamento térmico de 650°C e 800°C. As diferentes
fases e concentragdes dos nanocristais ndo exibiram citotoxicidade para as células e
aumentaram a proliferacao celular com destaque a RA 100 que aumentou a migragao celular

em comparagdo com o controle.

Palavras-chaves: Medicina regenerativa; dioxido de titanio; migracdo; citotoxicidade;

proliferacao.
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ABSTRACT

Regenerative medicine is one of the most important fields of the 19th century, along
with the development of nanoscale biomaterials. The combination of cells and nanomaterials
can bring benefits such as tissue regeneration. Titanium dioxide is a well-studied metal with
numerous applications due to its unique properties compared to other metals. In this study,
titanium dioxide nanocrystals were synthesized and characterized in anatase, rutile, and
brookite phases. Viability, proliferation, and migration assays were performed on MC3T3-E1
cells using TiO2 nanocrystals in different concentrations. The results show that the nanocrystals
are of high purity and have different phases depending on the thermal treatment at 650 °C and
800 °C. The different phases and concentrations of nanocrystals did not exhibit cytotoxicity for
cells and increased cell proliferation, with emphasis on RA 100, which increased cell migration

compared to the control.

Keywords: Regenerative medicine; titanium dioxide; migration; cytotoxicity;

proliferation.
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1. INTRODUCAO

A medicina regenerativa visa reparar, regenerar e substituir oOrgdos e tecidos
danificados por meio da combinacdo de células, biomateriais e a biologia molecular e para
ser bem-sucedida deve funcionar ou estimular a regeneracao do tecido original [1].

A perda de tecido, faléncia de 6rgdos e deformidades congénitas, sdo tratadas ha anos
com transplante de 6rgdos/tecidos, uso de aloenxertos, dispositivos sintéticos, mas essas
terapias tém limitacdes como falta de doadores, rejeicdo imunologica, reagdes alérgicas e
procedimentos cirurgicos complicados [2, 3]. Por exemplo, de acordo com dados da UNOS
(United Network for Organ Sharing), foram realizados 42,800 transplantes nos EstadosUnidos
no ano de 2022, porém, apenas 6,466 pessoas vivas se tornaram doadores no mesmo ano,
portanto a falta de 6rgaos/doadores € preocupante [4].

A medicina regenerativa pode auxiliar nessas limitagdes, pois utilizaq diversos tipos
celulares como fibroblastos, células tronco, queratindcitos que secretam moléculas
sinalizadoras influenciando em varios processos, como cicatrizagdo de feridas, proliferacao,
diferenciacdo e migracao celular [2, 3]. As células utilizadas podem ser do proprio paciente
(autdlogas), de outro individuo (alogénicas) ou em alguns casos, células de animais
(xenogénicas) [5].

O estudo da medicina regenerativa utilizando a recursos da nanotecnologia ¢ um dos
marcos cientificos mais importantes do século XIX [6]. As nanoparticulas de TiO> possuem
uma grande area de superficie a medida que o tamanho desses materiais diminui e a correlagao
entre superficie e volume pode criar propriedades fisico-quimicas melhores do que em escalas
normais [7].

As nanoparticulas variam em tamanho entre 1 a 100 nandmetros e podem ser utilizadas
para regeneracdo tecidual no fechamento de feridas (internas) utilizando nanoparticulas
metalicas ou ndo metélicas, ou como drug delivery para agentes terapéuticos. Ja foi
demonstrado que nanoparticulas metalicas, como ouro, prata e didoxido de titdnio possuem
propriedades antibacterianas essenciais para a cicatrizacao de feridas [8,9].

O dioxido de titanio (Ti02) ¢ um dos metais mais importantes e ¢ usado em diversos
produtos como pigmentos para tintas, cosméticos, protetores solares, preservagao de alimentos,
painéis solares e implantes biomédicos. Ao ser utilizado, ¢ importante garantir a estabilidade
das fases cristalinas do TiO., pois as propriedades e a reatividade quimica do material
modificado em tamanhos pequenos sdo afetadas por fatores externos, como temperatura e
pressdo, que podem alterar as fases cristalinas do dioxido de titdnio conhecidas como: anatase,

rutila e brukita [10, 11].
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Anatase, rutila e brukita sdo fases cristalinas do TiO> que possuem oito faces
poliédricas conectadas, resultando em compartilhamento de faces entre elas. O sistema
cristalino da anatase e rutila ¢ tetragonal, enquanto a brukita é ortorrdmbica [10]. A anatase é
o tipo mais comum e a rutila ¢ a forma mais estavel, enquanto a brukita ¢ a mais rara [12].

Estudos relatam que as diferentes formas e tamanhos do cristal dessas nanoparticulas
podem causar toxicidade celular e tecidual e se acumular em 6rgaos como pulmao, figado,
rins, podem também afetar o sistema neuroldgico, além de gerar quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ROS), podendo induzir citotoxicidade e genotoxicidade e apoptose [13].

Apesar da controvérsia sobre a possivel citotoxicidade e apoptose ao usar NPs de
Ti10;, estudos mostram que tais NPs podem ter um efeito promissor no processo de cicatrizacao
de feridas, pois possuem propriedades antimicrobianas muito importantes no processo de
cicatrizagdo prevenindo infecgdes [14].

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro se os nanocristais (NCs) de dioxido de titanio
nas fases rutila/anatase e rutila/brukita em diferentes concentragdes podem causar efeitos

citotoxicos e interferir no processo de proliferagdao e migragao celular.

2. METODOLOGIA

2.1. Sintese e caracteriza¢ao dos NCs de TiO;

Todos os nanocristais de TiO. foram sintetizados e caracterizados no Laboratorio de
Novos Materiais € Semicondutores (LNMIS), Instituto de Fisica, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.

Os NCs de TiO, foram sintetizados utilizando uma solugdo aquosa a temperatura
ambiente. Inicialmente, foi preparada uma solugao contendo 300mL de 4gua ultrapura e 60mL
de 4cido nitrico (HNO3, 70%, Sigma Aldrich), sob agitagdo magnética durante 20 minutos. Em
seguida, foi adicionado 60mL de isopropoxido de titanio (Ti (OCH (CH3) 2) 4, 97%, Sigma-
Aldrich). O pH da solugdo foi ajustado para 5.6 utilizando uma solugdo 4M de hidroxido de
sodio (NaOH 98%, Sigma-Aldrich) e adicionou-se a 400mL de 4gua ultrapura, mantendo sob
agitacdo magnética durante 30 minutos. A solugdo resultante foi mantida em repouso para
ocorrer o processo de precipitacdo dos NCs de TiO». O precipitado foi monodisperso em agua
ultrapura sob agitacdo magnética e centrifugado a 6000 rpm por 10minutos. Finalmente, o
precipitado foi purificado e submetido ao seguinte recozimento sucessivo térmico na atmosfera

ambiente: 650°C/1h (amostra RA —rutila e anatase) e 800°C/1h (amostra RB —rutila e brukita).
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A difragdo de raios X (XRD) foi registrada com um DRX-6000 (Shimadzu, Shenzhen,
China) utilizando radiagdo monocromatica Cu-Kol (A= 1,54056 A) para confirmar a formagio
de NCs de TiO2 bem como a estrutura do cristal, tamanho e fragdo de massa média de cada
fase. O tamanho dos NCs foi estimado com base na equagdo de Debye-Scherrer (Guinier, A.
Difracdo de raios X em cristais, cristais imperfeitos e corpos amorfos. W.H. Freeman: San
Francisco, 1963) com 32 (rutila) e 44,1 nm (rutila) para recozimento térmico a 650°C/1 h e
800°C/1 h, respectivamente. Os padroes de DRX das amostras tratadas a 650°C
/1 h e 800°C/1 h utilizou o pico (110) da fase rutilo localizado em aproximadamente 20 = 27,8°.
A porcentagem das fases anatase, rutila e brukita foram calculadas com base em relatosem
outros lugares [15, 16]. Os espectros Raman foram registrados com um LabRAM HR
Evolution Spectrometer (Horiba) usando um laser de 633 nm. Todas as caracterizacdes foram

realizadas a temperatura ambiente.

2.2.  Cultivo Celular

As células utilizadas em todos os ensaios foram as MC3T3-E1 subclone 4 obtidas pela
American Type Culture Collection (ATCC), EUA. Apds o descongelamento, as células foram
cultivadas em garrafas de 75cm2, utilizando o meio de cultura o-MEM (Gibco™, Life
Technologies, CA, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Sao Paulo,
Brasil) e Antibidtico-Antimicético 1X (Gibco™, Life Technologies, CA, EUA). O meio de
cultura foi trocado 2-3 vezes por semana até que as células atingissem aproximadamente 80%

de confluéncia. Foram utilizadas células na passagem 7-9 em todos os ensaios.

2.3. Dispersao dos NCs de TiO:

A dispersao dos NCs foi preparada utilizando uma solucao estoque de NCs das fases
RA e RB em 4gua ultrapura a uma concentragdo de 10 mg/mL. Apds este procedimento, um
desintegrador ultrassonico (Q-Soénica 700 W, EUA) equipado com uma ponta de 19 mm de Ti
foi usado para dispersar os NCs. Para reduzir um aumento de temperatura das amostras, um
banho de gelo foi utilizado durante o processo de sonicagdo direta. A sonicacdo foi entdo
realizada a 32 W de poténcia actstica durante 10 minutos, com um pulso de 8 segundos de
duragdo ON e um OFF de 2 segundos em banho de gelo, com 50% de amplitude. O preparo
dos NCs das amostras RA e RB em meio de cultura de células foi realizado por diluigdo da
solucdo estoque em a-MEM suplementado com SFB a 10% (v/v), pH 7 nas concentragdes de

50pg/mL e 100pg/mL. Devido ao aumento da agregacdo dos NCs em meio de cultura, o soro
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albumina bovina (BSA) foi utilizado como agente estabilizador. Para isso, adicionou-se

100pg/mL de BSA ao meio o-MEM com SFB a 10% [17].

2.4. Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo teste de alamar blue, onde
aproximadamente 1x10* das células MC3T3-E1 foram adicionadas em uma placa de 96 pogos,
com meio o-MEM suplementado com 10% de SFB. As placas foram incubadasovernight a
37°C em atmosfera umida com 5% CO; para que as células pudessem aderir. Apos esse tempo,
0s NCs RA e RB foram adicionados como dose tnica por 24 horas nas concentra¢des 50pg/mL
e 100pg/mL. Como controle, as células foram cultivadas em meio a-MEM 10% de SFB. Foi
utilizado 0,3uM de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido) (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil) em PBS 1X filtrada. A placa foi incubada por 4horas protegida da luz, e em
seguida a absorbancia foi medida em uma leitora de placa (EnSpire® Multimode Plate Reader
- Massachusetts, EUA) a 570 nm. O teste de viabilidade celular foi realizado 24 horas ap6s o

tratamento. Resultados foram calculados utilizando a equacao abaixo:

Absorbancia tratamento — branco

Viabilidade celular (%) = 5dia do controle x 100

2.5. Proliferacao Celular

Para o ensaio de proliferagdo celular, inicialmente 5x10* de células MC3T3-E1 foram
adicionadas em uma placa de 12 pogos e incubadas overnight a 37°C em atmosfera imida com
5% CO2 e meio de cultura o-MEM contendo 10% SFB. Em seguida, foi retirado o meio de
cultura e adicionados os NCs RA e RB como dose unica por 24 horas nas concentragdes
50pug/mL e 100pg/mL. Posteriormente, no dia O (ap6s o tratamento de 24 horas) o meio de
cultura foi retirado, e as células foram gentilmente lavadas com PBS 1X, e em seguida
incubadas com 500uL de 0.25% tripsina/EDTA por 5 minutos a 37°C em atmosfera imida com
5% COz e centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspendido com meioa-
MEM, 10% SFB. Em seguida foram contadas utilizando o corante azul de tripan na camarade

Neubauer. Esse processo foi repetido nos dias 2 e 4 apos o tratamento
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2.6. Migracao celular

A migragdo celular foi realizada utilizando insertos de 0.9 mm de espessura
(CytoSelect™, Cell Biolabs, San Diego, CA, EUA) e foram adicionadas 1x10° células MC3T3-
E1 em cada poco de uma placa de 24 pocos, com meio de cultura a-MEM contendo 10% SFB
e incubadas overnight a 37°C em atmosfera umida com 5% CO2. Em seguida os insertos ¢
meio de cultura foram retirados dos pogos da placa, e adicionado o tratamento com os NCs de
Ti0,, nas fases RA e RB e concentragdes de S0ug/mL e 100ug/mL. Nos pogos de controle foi
adicionado somente meio a-MEM e 10% SFB. Os tratamentos permaneceram na placa durante
os tempos de 0, 8, 24, 30 e 48 horas para a obten¢do das imagens no aumento de 10x utilizando
o microscopio EVOS (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). As imagens foram analisadas com

o plugin Wound_healing size tool no software ImageJ.

2.7.  Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, EUA). Para as comparagdes de médias do ensaio de viabilidade celular
foi utilizado a ANOVA-One-Way e para os ensaios de proliferagao e migracao celular foi

utilizado a ANOVA-Two-Way (P<0.05). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Sintese e caracterizacio dos NCs de TiO;
A Figura 1 mostra os padroes XRD das amostras que foram submetidas as temperaturas
e tempos de 650°C/1h e 800 °C/1h. Os padrdes das caracteristicas da difracdo TiO> em rutila
(JCPDS: 1: 21-1276) e fase de brukita (JCPDS: 29-1360) foram representados pelos simbolos
(**) e (***), respectivamente. A temperatura de de 650°C mostra a transformac¢do da anatase
para rutila, e com o aumento da temperatura para 800°C/1h, observou-se que em torno de 16%

da fracao dos nanocristais eram de brukita.
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Figura 1: Padroes XRD das amostras sujeitas a técnicas de recozimento 650°C/1h e 800°C/1h.

Ap6s a sintese dos NCs e sua caracterizacao utilizando analise XRD, os NCs obtidos

foram RA contendo as fases do TiO; Rutila/Anatase com tamanho de 32nm e o RB contendo

as fases Rutila/Brukita de 44.1nm, como mostra a tabela abaixo.

Nome Temperatura Tamanho Composicao
Rutila/Anatase (RA) 650°C 32 nm 35.44% anatase e
64.56% rutila
Rutila/Brukita (RB) 800°C 44.1 nm 84.07% rutila e
15.93% brukita

Tabela 1: Nanocristais RA e RB, temperatura utilizada para sintese, tamanho dos NCs e sua

composi¢do das fases anatase, rutila e brukita do TiO.

A Figura 2 mostra os espectros de micro-Raman de NCs de TiO> sujeitos a aquecimento

térmico de 650°C / 1h e 800°C / 1h. Todos os espectros foram normalizados atéo pico de maior

intensidade, de modo a facilitar a visualizagdo dos modos ativos micro-Raman.
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Figura 2: - Espectro Micro Raman de NCs de TiO2 sujeitos a 650°C / 1h e 800°C / 1h.

A banda Raman em torno de 144 cm-1 nao foi visualizada porque o detector do sistema
Raman usado para detectar foi da faixa de 150-1000 cm-1. Com o aumento da temperatura
térmica para 650°C / 1h ocorreu a transformacao da fase de anatase em rutila e ha algumas
modificagdes no espectro de NCs de TiO2. Essas mudancas estdo relacionadas a transformacao
de anatase em fase de brukita, em excelente concordancia com os resultados XRD (Figura 1).
Nos espectros dos NCs de TiO2 sob a temperatura de 800 °C/ 1h existem modos de vibracao
da fase de brukita. Esses resultados confirmam a presenca de fase de brujita, uma vez que a
presenca desta fase nos padroes XRD nao estd muito bem exibida. Portanto, baseados nos
resultados de XRD e micro-Raman, pode-se concluir que os NCs de TiOz2 sdo de alta pureza e

exibem diferentes fases em funcao do tratamento térmico.

3.2.  Viabilidade celular

Determinar a viabilidade celular ¢ um dos parametros mais importantes ao testar um
novo biomaterial para garantir a auséncia de citotoxicidade. Parte da controvérsia em torno
do TiO2 ¢ a diferenca nos resultados em relagao a citotoxicidade. Segundo a pesquisa de Pamela
Santos-Aguilar e colaboradores (2023), os nanocristais de TiO; de diferentes formas etamanhos
podem causar toxicidade celular e tecidual e se acumular em 6rgdos como pulmdes,figado,
rins, além de afetar o sistema neurologico [13, 18].

A viabilidade celular foi analisada ap6s uma tnica dose de 24 horas de NCs de TiO:

nas fases RA e RB em duas concentragdes de 50 pg/ml e 100 ug/ml. O teste realizado foi o
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Alamar Blue (AB), um teste metabolico que utiliza o indicador redox fluorimétrico resazurina,
um composto azul ndo fluorescente que pelo processo de respiracdo aerdbica em células
viaveis, sera reduzido de forma irreversivel a resofurina alterando a coloragdo para rosa,
podendo ser medido tanto a absorbancia quanto fluorescéncia [19].

A figura 3 mostra que o uso de RA e RB nas concentragoes de 50 e 100ug/mL nas
células durante 24 horas ndo apresentou citotoxicidade, ja que conforme a [ISO10993:5(2009),
somente amostras que apresentem redugdo abaixo de 70% de viabilidade sdo consideradas

citotoxicas.
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Figura 3: Viabilidade celular por alamar blue apos 24 horas de tratamento com NCs nas fases RA e RB
nas concentragdes S0pg/mL e 100pg/mL. As analises estatisticas foram avaliadas pelo método ANOVA-One-
Way (** p=0.001; *** p=0.0001).

Estudos como o de Zhang Y e colaboradores (2011) relataram que a viabilidade da
linhagem MC3T3 diminuiu quando os nanocristais de TiO» de diferentes tamanhos foram
testados nas concentragdes 5S0pg/mL e 100pg/mL apds 24 horas de tratamento [20]. Otrabalho
de Zhang usou nanocristais de anatase de diferentes tamanhos com pureza de 99%, enquanto
este trabalho usou nanocristais de rutila/anatase e rutila/brukita, como mostra a tabela 1. Essa
diferenca de resultados pode ser explicada pelo fato da anatase ser mais toxica devido a sua
baixa densidade, enquanto a fase rutila apresenta maior estabilidade entre as trés fases
principais [9].

Apesar das formas cristalinas dos NCs de TiO; podem ser um fator essencial ao se
estudar citotoxicidade, acredita-se que a toxicidade dos NCs de TiO; também podem estar
relacionado ao seu tamanho, forma, revestimento da superficie, irradiagdo UV e exposicao a

luz [21]. Por exemplo, Dar et al 2020 relataram que estudos realizados com NCs menor que
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20 nm podem causar citotoxicidade, genotoxicidade, além de afetar o sistema imune [22] o que
estd de acordo com nossos resultados, pois os NCs utilizados tinham 32 e 44.1nm de tamanho
e ndo apresentaram citotoxicidade.

De acordo com a metodologia de Ribeiro 2016, a preparagao de NCs pode ter um
impacto significativo nos resultados de viabilidade, pois visa alcancar melhor estabilidade e
homogeneidade ao dispersar NCs em meio de cultura contendo BSA. Duarte 2020 obteve
resultados semelhantes de ndo citotoxicidade em células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo humano com NCs RA e RB nas mesmas concentragdes ao preparar os NCs com a

mesma metodologia, indicando que a metodologia ¢ eficaz [18, 23].

3.3. Proliferacdo e migracao celular

A Figura 4 mostra os resultados do teste de proliferacao celular nos dias 2 e 4 apos 24
h de tratamento com os NCs RA e RB. No segundo dia, a proliferacdo celular aumentou
significativamente quando comparado o controle com RA 100pg/mL, RB 50ug/mL e RB
100pg/mL. No 4° dia, a proliferagdo celular quase triplicou em relagdao ao segundo dia, e
apresentou diferenga significativa entre o grupo controle para todos os tratamentos incluindo

RA 50 pg/mL, que ndo tinha apresentado diferenca estatistica no segundo dia.
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Figura 4: Efeito dos NCs de TiO, RA e RB nas concentragdes de 50ug/mL e 100pg/mL apos 2 e 4 dias na
proliferagdo da MC3T3-E1. Diferenga significativa entre controle e tratamentos (P < 0.0001)

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve fatores complexos, como hemostasia que
d4 inicio a resposta inflamatdria, o recrutamento de células e citocinas, a proliferacao celular e
por fim, a remodelacdo. A proliferacdo celular desempenha um papel fundamental, pois os

tecidos de granulacdo sdo formados nesta fase, que contribuem para a contracdao das
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extremidades. No local da les3o, sdo liberados mediadores quimicos que sinalizam células
inflamatorias, que tém a capacidade de migrar em dire¢do ao tecido lesionado e fechar a ferida,
restaurando a integridade do tecido [24, 25].

A andlise da porcentagem de fechamento da ferida no ensaio de migragdo celular
revelou que com 24 horas de tratamento, houve fechamento da ferida em torno de 60% para
as células tratadas com RA 50ug/mL e RB 100pg/mL, enquanto RA 100pg/mL o fechamento
foi em torno de 75% apresentando uma maior migragao estatisticamente significativa quando
comparado com o controle. Houve também uma diferenca significativa entre os tratamentos
como RA 100pg/mL com RB 50pug/mL e RA 100pg/mL, onde RA 100pg/mL também
apresentou uma maior migracao celular, como mostra a figura SA.

Com 30 horas de tratamento, o RA 100pg/mL apresentou uma porcentagem de
migracao em torno de 80%, continuando com uma diferenca significativa no fechamento da
ferida, sendo maior que o controle € que o RB 50 e 100ug/mL. Observa-se ainda, que RA
50pg/mL apresentou maior migragao que RB 50pg/mL, como mostra a figura 5B.

A figura 5C mostra que, com 48 horas, o fechamento das feridas com todos os

tratamentos dos NCs e controle ¢ de 100%, ndo apresentando mais diferencas e significativas.
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Figura 5: Migracio celular utilizando NCs de TiO» RA e RB nas concentra¢des de S0pg/mL e 100pg/mL
nos tempos 24 horas (A), 30 horas (B) e 48 (C). Diferenca significativa entre controle e RA 100pg/mL e entre
tratamentos. (*p = 0.01; **p = 0.001; ***p=0.001; ****p <0.0001).

Observa-se que os resultados do tratamento RB 50pg/mL foram baixos quando
comparados com os outros tratamentos. Na migragdo celular, esse tratamento teve o menor
desempenho no fechamento da ferida com menos de 60%, tanto em 24 horas, quanto com 30

horas que fica em cerca de 60%, enquanto outros tratamentos sdo cerca de 70% (figura 6A).
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Figura 6: Curva de migragdo celular dos tratamentos de NCs nos tempos 0, 8, 24, 30 e 48 horas (A). Imagens

do ensaio de wound healing mostrando a migracao das células MC3T3 tratadas com NCs de TiO, RA e RB nas
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concentragdes de 50pug/mL e 100pug/mL nos tempos 0, 24 , 30 e 48 horas no aumento de 10X (400um) do

microscopio Evos (B).

Os resultados de proliferagdo e migragao celular obtidos neste estudo sdo semelhantes
aos de Babitha S e colaborador (2017), pois mostram que o uso de nanoparticulas de TiO»
tetragonais menores que 100nm associadas a scaffolds de polidopamina-zeina aumentam tanto
a proliferagdo quanto migragdo celular in vitro de queratindcitos, quando comparados com
controle ou scaffolds sem o TiO,. Além disso, também mostraram que o TiO> teve forte
influéncia na regeneracdo epidérmica, pois reduziu as feridas em ratos em 15 dias em

comparacao ao grupo controle [26].

4. CONCLUSAO
Os NCs de TiO; nas fases RA e RB em concentragdes de 50pug/mL e 100pg/mL nao
apresentaram efeito citotoxico e auxiliaram na proliferacdo durante 4 dias das células MC3T3.
Além disso, o NC Rutila/Anatase na concentracdo de 100pg/mL aumentou a migracdo das
células MC3T3 nos testes in vitro. Como as células MC3T3-E1 sdo pré-osteoblastos,
ensaios como inducao de diferenciacdo osteogénica e analise da expressaogénica sao essenciais

para uma possivel regeneracao dssea associada aos nanocristais de TiO».
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