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RESUMO

O crescente uso de nanomateriais como didéxido de titanio (TiO2) em seres humanos
na area biomédica, cosmética, alimenticia entre outras, tem estimulado pesquisas sobre
toxicidade pelo potencial risco a saude humana. Alguns aspectos da resposta inflamatdéria
ao titdnio no organismo ainda nado foram completamente elucidados. Sabe-se que a
exposicao celular a nanoparticulas (NPs) de TiO,; pode induzir estresse oxidativo que
desencadeia uma cascata de eventos com sinalizagao celular, respostas inflamatdrias,
proliferativas e genotoxicas. Os neutrofilos (PMNs) representam a primeira linha de defesa
celular imunolégica do organismo, sendo ativados e rapidamente recrutados para as
regides onde as NPs de TiO, foram implantadas.

Este estudo teve como objetivo analisar as interagdes de neutréfilos humanos com
NPs de TiO; in vitro, em diferentes tempos de exposi¢ao (1, 5, 30 e 60 minutos). A analise
morfolégica da interagdo foi obtida por microscopias de luz, eletrénica de varredura e de
transmissao enquanto a espectroscopia de forga atbmica permitiu a analise das
modificagcdes mecanicas dos PMNs. A expressao de moléculas de adesédo, CD-11b e CD-
62L foi analisada por Citometria de Fluxo e o teste do Nitroblue tetrazolium (NBT)
possibilitou a avaliagao da producao de anion superoxido pelos PMNs apés incubagao com
NPs de TiO,. A eletroforese bidimensional de extratos protéicos de neutréfilos quiescentes
e ativados por TiO2 no tempo 30 minutos permitiu a comparacado de mapas protedmicos € a
identificacdo de proteinas por PMF (Peptide Mass Fingerprinting).

As analises por microscopia de luz, de varredura e transmissdo demonstraram que o
fator tempo teve um efeito significativo sobre a capacidade de fagocitose e as alteragdes da
morfologia dos PMNs. As anadlises de citometria de fluxo ndo demonstraram correlagao
entre as alteragdes morfoldgicas e do citoesqueleto e a expressdo de moléculas de adesao
(CD-11b e CD-62L). Ativacao celular e produgéao de anion superoxido foram demonstrados
pelo teste do NBT ao longo do tempo. A espectroscopia de forga atdbmica demonstrou
aumento das forgas de atragdo, de adesdo bem como da rigidez, elasticidade e energia
dissipada nos PMNSs.

A anadlise comparativa dos géis bidimensionais resultou em 7 spots com diferenga
significativa de abundéancia (p<0,05), dos quais 3 proteinas foram identificadas por PMF.
Tais proteinas tém funcgdes relacionadas a regulagdo da organizagado do citoesqueleto,
fagocitose e ao ciclo celular. O presente estudo representa uma contribuicdo para o
esclarecimento dos mecanismos fisiolégicos celulares envolvidos na interacédo de
nanomateriais com o organismo.

Palavras-chave: Neutréfilo, Dioxido de titanio, Morfologia, Protedmica, Citotoxicidade.



ABSTRACT

The increasing use of nanomaterials such as titanium dioxide (TiO2) in humans in the
biomedical, cosmetics, food and other fields, has stimulated the research on toxicity, due to
the potential risk to human health. Some molecular aspects of the inflammatory response
after implantation of titanium in the body has not yet been fully elucidated. It is known that
the exposure of cells to nanoparticles (NPs) can induce oxidative stress that triggers a
cascade of events resulting in cell signaling, inflammatory, proliferative and genotoxic
responses. Neutrophils are the first line of cellular immunological defense and are quickly
recruited to the titanium implantation areas.

The present study aimed to analyze the interactions of human neutrophils with TiO,
NPs in vitro at different incubation times (1, 5, 30 and 60 minutes). The morphological
characteristics of this interaction were analyzed by light, electron scanning and transmission
microscopy, whilst atomic force spectroscopy allowed PMNs mechanical forces analysis.
The expression of adhesion molecules, CD-11b and CD-62L, was analyzed by Flow
Cytometry and the Nitroblue tetrazolium (NBT) test enabled the evaluation of superoxide
anion production by PMN after incubation with TiO, NPs. The two-dimensional
electrophoresis of protein extracts from quiescent and TiO, activated neutrophils after 30
minutes of incubation allowed the comparison of proteomic maps and protein identification
by PMF (Peptide Mass Fingerprint).

Light, scanning and transmission microscopies results showed that the time factor had a
significant effect on PMNs phagocytosis and morphology changes. Flow cytometry analysis
showed no correlation between adhesion molecules expression (CD-11b and CD-62L) and
morphological alterations. The NBT test demonstrated PMNs activation and superoxide
anion production after exposure to TiO, NPs. Moreover, atomic force spectroscopy
demonstrated increased parameters for attractive and adhesion forces, stiffness, elasticity
and dissipated energy in PMNs along the time course.

The comparative analysis of two-dimensional gels resulted in 7 spots with statistically
significant abundance (p < 0.05), among which 3 proteins were identified by PMF. The
identified proteins are related to the regulation of cytoskeleton organization, phagocytosis
and cell cycle. This study represents a contribution to the elucidation of the physiological
mechanisms involved in cellular interactions of nanomaterials with the body.

Keywords: Neutrophil, Titanium Dioxide, Morphology, Proteomics, Cytotoxicity
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1 INTRODUGAO

A necessidade de se encontrar materiais que apresentem biocompatibilidade
com o organismo humano levou ao interesse cientifico pela pesquisa de
biomateriais, uma vez que o principal objetivo do uso de implantes é a restauragao
das fungdes dos tecidos naturais e érgdos do corpo humano (FAZANO, 1980,
ARORA, 2010). Um dos primeiros materiais empregados na confecgdo de préteses
para implantes foi o titanio (BOTHE; BEATON; DAVENPORT, 1940). Trata-se de um
metal de transicdo leve na tabela periddica de elementos quimicos, com massa
atbmica de 47,9 u, de cor branca metalica, sélido na temperatura ambiente,
apresentando como caracteristicas a alta relacao resisténcia/peso, boa resisténcia a
corrosdo (DONACHIE, 1988) e elevada biocompatibilidade (FRISKEN et al., 2002).

Esse metal pode ser encontrado na agua, no ar e no solo, entrando no
organismo humano eventualmente pela dieta (ex: dioxido de Ti presente em
corantes artificiais em biscoitos, bolachas) ou ocupacional pela via respiratéria em
ambientes de exploracdo do metal (SCHROEDER et al., 1963) ou ainda como
Orteses e proteses organicas. Esse metal apresenta-se em trés formas minerais
(cristais): anatase, brookita e rutilo sendo utilizado em larga escala na area
biomédica (ALBREKTSSON, 1985), (SOLAR et al., 1979; WITT; SWANN, 1991)
(CHOUDHARY et al., 2007; HASEGAWA; INAGAKI; HARAGUCHI, 2001).

Ele é utilizado em larga escala como material bruto, micro e nanoparticulado, na
industria automotiva, aeroespacial e de alimentos (tintas, filtros solares, ceramicas,
aditivos em corantes farmacéuticos e alimenticios), (PHILLIPS; BARBANO, 1997).
Na area biomédica tem aplicabilidade na confeccdo de implantes dentarios
(ALBREKTSSON, 1985; BRANEMARK, 1983), telas, placas e parafusos
maxilofaciais e proteses ortopédicas (SOLAR; POLLACK; KOROSTO, 1979) além de
préteses cardiovasculares (CHOUDHARY; HABERSTROH; WEBSTER, 2007).
Adicionalmente, esse metal tem sido aplicado em terapias antineoplasicas na forma
de nanoparticulas (ZHANG; SUN, 2004). Por sua vez, o dioxido de titdnio em
nanoparticulas também pode ser utilizado na clivagem proteinas no sitio do
aminoacido prolina (JONES et al., 2007) e para purificagao de peptideos fosforilados
utilizando micro-colunas de diéxido de titanio (T7iO,) com acido dihidroxibenzadico
(DHB), acetonitrila e acido trifluoracético (TFA) para analises em espectrometria de
massa (LARSEN et al., 2006).
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Apesar do uso sistematico desse metal em varias areas, constata-se que a
resposta inflamatéria bem como o processo de cicatrizagdo apds a implantacao do
titdnio no organismo ainda nao foi completamente elucidada (NYGREN;
ERICKSSON; LAUSMAA, 1997). O TiO, promove uma resposta a corpo estranho
com a presenga de células inflamatérias (CHOUDHARY et al., 2007; ERIKSSON;
NYGREN, 2001a), observando-se na sequéncia fisiolégica uma cicatrizagao na area
onde o material foi implantado (BRANEMARK, 1983). Assim, ha uma cadeia de
eventos celulares e fisiolégicos que provavelmente interagem quando o TiO; esta
em contato com os tecidos humanos (ERIKSSON; NYGREN, 2001b; WALIWAARA
et al.,, 1996). Quando o metal bruto é implantado no organismo podera ocorrer a
dissolugéo passiva /corrosdo, com liberagao de ions e nanoparticulas (NPs) no meio
bioldgico. Esses ions e NPs de titdnio podem difundir-se localmente (metalose) e
ainda podem alcancgar células, tecidos e 6rgaos como linfonodos, bago, medula
Ossea, figado, rins e coragdo (GAO et al., 2011; OKUDA-SHIMAZAKI et al., 2010).
Apesar dos relevantes estudos ja realizados, ainda ndo se conhece completamente
a biocinética e biodistribuicdo do metal e os efeitos a longo prazo no
organismo(CASE et al., 1994; SARMIENTO-GONZALES et al., 2009;
SCHROEDER; TIPTON, 1963; SMITH et al., 1997). Por outro lado, o crescente uso
de materiais e substancias nanoparticuladas com TiO, tem sido motivo de
preocupacao na comunidade cientifica pelo seu potencial risco de toxicidade e
genotoxicidade. Isso levou a pratica da remogao, de placas e parafusos de titanio
em pacientes em um segundo tempo cirargico (JORGENSON et al.,, 1999;
JORGENSON et al., 1997; LANGFORD; FRAME, 2002).

Sabe-se que particulas e nanoparticulas de TiO, podem penetrar as células
fagocitarias e as nao fagocitarias (BUSCH et al.,, 2011; TAMURA et al., 2004;
VAMANU et al., 2008), potencializando o risco a toxicidade por estresse oxidativo e
pelo acesso direto as proteinas intracelulares, organelas e ao acido
desoxirribonucléico (ADN), (GEISER et al., 2005 ; LI et al., 2003). Os neutrofilos,
representam a primeira linha imunolégica de defesa celular do organismo e sao
rapidamente recrutados para as areas onde as nanoparticulas e particulas de TiO;
sdo implantadas nos tecidos, interagindo com esse metal (ERIKSSON; LAUSMAA,;
NYGREN, 2001).
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1.1 Titanio e Biocompatibilidade

Duas caracteristicas basicas necessarias aos metais utilizados para implantes
em seres vivos sdo: biocompatibilidade e resisténcia a dissolugdo passiva
(corrosdo). O termo biocompatibilidade pressupbde que a aplicagao clinica de um
biomaterial ndo cause reagdes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao organismo
(KLINKMANN; WOLF; SCHMITT, 1984). Esses aspectos, podem ser analisados pela
resposta local (interposicdo de tecido conjuntivo, hiperemias) ou sistémica do
hospedeiro (reagdes a corpo estranho e alergénicas), (SOLAR et al., 1979). O titanio
€ utilizado ha varios anos na area biomédica pela sua biofuncionalidade (BOTHE et
al., 1940), que é a capacidade de um dispositivo funcionar com resposta apropriada
ao hospedeiro em uma aplicagao especifica (BOSCHI, 1996). Como ja enfatizado, o
titAnio puro exibe caracteristicas interessantes como alta relagao resisténcia/peso,
boa resisténcia a corrosao e elevada biocompatibilidade, o que o torna apropriado

para aplicagdes em implantes no corpo humano (FRISKEN et al., 2002).

Apesar de ser considerado inerte e ocorrer sua integracdo no organismo
(NYGREN et al, 1997) alguns estudos demonstraram que particulas e
nanoparticulas de titanio podem atingir outros 6rgaos apds a inser¢gao de implantes
em organismos vivos (FRISKEN et al., 2002; URBAN et al., 2000). Citam-se ainda a
impregnacgao de tecidos humanos proximos ao implante com depdsitos enegrecidos
extracelulares (SCALES, 1991) e a presenga de particulas do metal no interior de
histiocitos, células gigantes (WITT; SWANN, 1991) e neutrdfilos (CALLAGHAN;
ROSENBERG; RUBASH, 2007; CHEN et al., 1999), além de apresentar superficies
com grande reatividade (LARSEN et al,2006). Uma das primeiras interagées das
nanoparticulas de TiO, no organismo ocorre com as proteinas plasmaticas as quais
desempenham um importante papel no reconhecimento de corpos estranhos que
entrem na circulagdo. As proteinas plasmaticas que adsorvem na superficie das
nanoparticulas potencialmente determinam a biocinética desses materiais e seu
destino in vivo (DENG et al.,, 2009). Essas proteinas ja foram identificadas
interagindo com NPs de TiO,, como imunoglobulinas, lipoproteinas, proteinas de
fase aguda, proteinas ligadas as vias de complemento e da coagulagdo sanguinea

(DENG et al., 2009). Por exemplo, foi demonstrado que a adesao da transferrina
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(TF) do soro humano € maior ao titdnio que ao Ferro Ill e que essa interagao é
importante para a atividade migratéria de ions e nanoparticulas de TiO; liberados por
implantes, reagentes imaginolégicos e drogas anticancerigenas (TINOCO;
VALENTINE, 2005). Essas ligagbes muito estaveis com a transferrina sérica
conferem a titanocenos propriedades antineoplasicas pois permitem sua entrada nas
células, onde, ao atravessar a membrana plasmatica serdo reduzidas por um
gradiente de prétons a Ti (Ill), ligando-se aos fosfatos carregados negativamente ou
aos atomos de azoto das bases de ADN, causando morte celular ou pelo
mecanismo de inibicdo da proteina cinase C (PKC) responsavel pelo bloqueio pré-
mitético (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007; RICHARDSON, 2002). A
aplicacao da propriedade dos titanocenos de ligar-se ao fosfato da cadeia de ADN,
promovendo sua ruptura , permite a conjugacdo desse metal em complexos
heterometalicos (Pt-Ti) com potencial anticancer (BERARDINI; ENGE; BRENAN,
1993; CHRISTODOULOU et al., 1998; MOHAN et al., 1987; VALADARES; KLEIN;
QUEIROZ, 1996). Por outro lado, e de forma preocupante, estudos em ratos
demonstraram que nanoparticulas de TiO, podem causar danos as cadeias de ADN
de células ndo humorais, sugerindo que a exposi¢ao crénica de seres humanos a
essas particulas levaria a desordens genéticas e risco de cancer. Em consequéncia,
o didéxido de titdnio (nanoparticulas) foi classificado pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer como carcinogeno humano grupo 2B em 2006 (IARC,
2006;2010).

Estima-se que cerca de 2 milhées de toneladas de TiO, sejam produzidas por
ano em todo o mundo. Além de implantes, tintas, cosmeéticos, filtros solares e
vitaminas, as nanoparticulas podem ser encontrados em pasta de dentes, alimentos,
suplementos nutricionais, e centenas de outros produtos de cuidados pessoais.
Quando coloca-se em questdo o potencial risco de inflamagdes e neoplasias, essa
interagdo ganha grande relevancia, especialmente para as pessoas expostas
ocupacionalmente a concentragcdes elevadas de nanoparticulas de TiO,. Isto pode
ser correlacionado com a tragica questao do amianto (asbestos) e do mercurio e os
ja conhecidos resultados negativos para saude publica em todo o mundo (YAZDIA et
al., 2010).

Assim, a biocompatibilidade e toxicidade das particulas e nanoparticulas de TiO,
dependem de um grande numero de fatores: do meio ambiente, do individuo e do

metal (dimensdes, forma das particulas, a sua area superficial especifica, a
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concentragdo, a polidispersibilidade) e diversos parametros do meio (pH,
concentragao ibnica, composicao, etc.), (JIANG; OBERDORSTER; BISWAS, 2008;
PEREIRA, 2010).

1.2 Granulopoiese de neutrdfilos

Embora os neutréfilos sejam chamados comumente de granulécitos, esse
termo inclui também os granulécitos eosinofilicos (eosindfilos) e os granuldcitos
basofilicos (basofilos). A granulopoiese da origem aos neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos, ou seja, aos leucécitos que tém granulos especificos no citoplasma.
Comecga a partir da mesma célula pluripotencial, (PHSC), que origina a célula
multipotencial comum (CFU-GEMM), a qual se divide em trés tipos de Unidade
Formadora de Coldnias (Colony Forming Units), uma para os basofilos, outra para
os eosinodfilos e outra que da origem a uma CFU bipotencial, pois origina a coldnia
de granulécitos, formadora de neutréfilos (G-CSF) e a colonia precursora dos
mondcitos (OPPENHEIM; SHEVACH, 1990; SOHNLEIN, 2008). Os neutrofilos s&o
produzidos na medula 6ssea, onde necessitam, em média, duas semanas para
completar a fase de maturagcdo. A medula 6ssea nido é apenas o local de produgao
de neutréfilos, mas também de grande armazenamento celular com
aproximadamente 20 vezes mais a quantidade dessas células presentes do que na
circulagao (KUIJPERS ; ROOS, 2001). A medula 6ssea é distribuida no interior de
varios 0ssos no organismo e pesa aproximadamente 2600 g (~4.5 % do peso de um
adulto normal) e estima-se que ~60% das células nucleadas sejam neutréfilos em
diferentes estagios de maturacdo (MOLLINEDO, 2003).

A maturacdo dos PMNs esta dividida em 6 estagios dependente do tamanho da
célula, morfologia nuclear e conteudo dos seus granulos: mieloblastos,
promieldcitos, mieldécitos, metamieldcitos, bastonetes e neutrofilos
polimorfonucleares (ou segmentados). Os granulos neutrofilicos sdo formados a
partir do estagio de promielécitos jovens, quando vesiculas de transporte imaturas
germinam do complexo de Golgi. Os granulos que apresentam alto conteudo de
mieloperoxidase foram chamados de peroxidase-positivo ou granulos azurofilicos

pela afinidade ao corante basico azure A, ou simplesmente designados granulos



22

primarios. A partir do estagio de mieldcitos, quando cessa a producdo de
mieloperoxidase, os granulos peroxidase negativos sao preponderantes e dividem-
se em granulos especificos (secundarios) e granulos de gelatinase (terciarios). O
conteudo de granulos e vesiculas secretérias de neutréfilos esta descrito na reviséo
feita por Teles (TELES, 2005).

Durante a maturagdo dos PMNs, além da formagao de seus granulos, observa-
se uma série de alteracbes funcionais. Os neutrofilos imaturos possuem muitas
mitocondrias e parecem utilizar a respiracao para a sintese de proteinas. A medida
que ocorre a maturagao os PMNs utilizam a glicélise como fonte primaria de energia
para sintese protéica. Entretanto as mitocondrias também estdo presentes no
neutréfilo maduro, onde desempenham importante papel na regulagdo da apoptose
(FOSSATI et al., 2003; MOLLINEDO, 2003). A maturagdo dos neutréfilos é
influenciada por fatores como IL-1, IL-3, GM-CSF e G-CSF atuando diretamente na
cinética de produgdo dessas células (EDWARDS, 2005; JANEWAY; TRAVERS;
WALPORT, 2000).

Os granulos que existem dentro do neutréfilo constituem reserva de proteinas
antimicrobianas, proteases, e componentes do complexo NADPH oxidase, e de um
vasto grupo de receptores, ligados a membrana, para moléculas de adesédo ao
endotélio, proteinas do tecido conjuntivo, produtos bacterianos, e mediadores
soluveis da inflamacdo (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Dessa forma, o
numero de neutréfilos circulantes € determinado pela sua taxa de liberacdo da
medula 6ssea e ndo pela sua taxa de produgdo celular (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2005). Os neutréfilos sanguineos maduros sao altamente

especializados, com um curto tempo de vida e ndo apresentam divisao celular.

Quadro 1- estagios e caracteristicas dos neutrofilos
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1.3 Cinética da Producgao dos Neutrofilos

Na cinética de formacdo e acdo dos neutrofilos, essas células passam por
varios compartimentos anatémicos e funcionais: 1) compartimento medular de
formagdo 2) compartimento medular de reserva 3) compartimento circulante 4)
compartimento de marginalizagao (JUNQUEIRA, 2005). Considera-se ainda o tecido
conjuntivo como um quinto compartimento, onde permanecem por quatro a seis dias
e entdo ocorre a apoptose seguida pela remocgao dos restos celulares por
macrofagos (PAROLIN; REASON, 2001). Em condi¢gdes normais, os neutrofilos sao
produzidos na medula dssea por células tronco CD34", estimando-se uma taxa
diaria de 5 x 10"° de células, representando uma das taxas mais rapidas em volume
de produgao no corpo humano (GONCALVES; CHIASSON; GIRARD, 2010).

Concluida sua produgéao, os neutrofilos sédo liberados para o sangue dois
dias apds sua completa maturagédo. Sua distribuigdo no sangue periférico se da em
dois compartimentos, circulante e marginado, cada um com a mesma magnitude e
ha intercambio constante entre eles. Essas células representam os principais tipos
de leucécitos encontrados no sangue periférico, com uma meia-vida curta na
circulagao de apenas seis a dez horas. Estudos com radioisétopos demostraram que

o desaparecimento dos neutrdfilos da circulacao é aleatorio e ndo por senescéncia

(BIER, 1990; KUIJPERS ; ROOS, 2001).

Da circulagédo essas células podem migrar para os tecidos, sendo recrutadas a
um sitio de inflamagéo, seguindo um gradiente de quimiocinas especificas, onde
permanecem ativas por dois até seis dias (BURG, 2001). Uma vez nos tecidos, os
neutréfilos ndo retornam para a corrente sanguinea (fluxo unidirecional). Os
neutrofilos representam a primeira linha de defesa celular do sistema imune inato em
funcdo de suas agdes antimicrobianas e fagocitarias e pelo seu rapido recrutamento
para o sitio inflamatdrio (JANEWAY et al., 2000; STITES, 2000).
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1.4 Marginacgéo e Diapedese dos Neutrodfilos

O recrutamento dos neutréfilos para o sitio inflamatério ocorre em uma cascata
de eventos, dependente do gradiente de concentragdo quimiotatico, sendo essas as
primeiras células de defesa a migrar do sangue para o sitio quimiotatico e se
apresentarem com um armamento especializado de combate aos agentes
infecciosos (BABIOR, 1984; SANTOS, 2007). Quatro etapas podem ser
caracterizadas durante a migracdo transendotelial: a) marginagcdo (posigcao
periférica), b) captura e rolamento (adesao transitoria ao endotélio), c) adeséao (firme
unido ao endotélio vascular) e d) diapedese (passagem pelo endotélio para o
parénquima tissular), (SIMON; GREEN, 2005), (Figura 1).

Em condigdes normais, os elementos figurados do sangue circulam no centro
da corrente e o fluido circula em contato com o endotélio (GANE; STOCKLEY, 2011;
GOLDSBY et al.,, 2002). Dessa forma o aumento da permeabilidade vascular
associado a dilatagao do leito capilar e venoso, além de outros fatores como o
aumento da adesividade das plaquetas e a hemoconcentragdo, colaboram para um
progressivo retardo da circulagéo na area inflamada (ZAGO et al., 2005). Além disto,
durante a inflamacado as células passam a circular por todo o volume vascular,
facilitando o contato dos neutréfilos com as células endoteliais (rolamento e fraca
adesao) mediado por selectinas (KANG, 2006; ZARBOCK; LEY, 2008).

A migracgao para a area inflamada ocorre direcionada por agentes quimiotaticos
que sao produtos de origem variada cuja agao resulta em marginagao,
pavimentacédo e diapedese de leucdcitos para o tecido inflamado (JANEWAY et al.,
2000; PARHAM, 2001). Sao agentes quimiotaticos os fragmentos do sistema
complemento ativado (C5a,C3a,C3b); fatores derivados do sistema fibrinolitico,
sistema cininas (calicreina, bradicinina); produtos de leucdcitos, endotélio e
plaquetas (6xido nitrico, leucotrieno, prostaglandina PAF- Fator de Agregacédo de
Plaquetas); produtos de determinadas bactérias (fLMP, LPS) e citocinas (IL-1, IL-6,
IL-8, IL-11, IL-12, TNF), (ALBELDA; SMITH; WARD, 1994; CASSATELLA, 1995).
Por sua vez, as citocinas também agem nas células endoteliais proximas a regiao
com processo inflamatério induzindo um aumento da expressdo de moléculas de
adesao (CAMs), deixando esse epitélio em um estado de ativagdo (CASSATELLA et
al., 1999; GOLDSBY et al., 2002).

Durante o rolamento na superficie endotelial de vasos pods-capilares, ocorre

uma interagao fraca, de baixa afinidade, entre selectinas (glicoproteinas mucinas) do
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neutréfilo como a glicoproteina transmembrana L-Selectina PSGL-1, localizada em
lipid rafts que sao microdominios membranares lipidicos associados a vias de
sinalizagao celular, com selectinas das células endoteliais, P-Selectina e E-Selectina
e com ICAM-1(CASSATELLA et al., 1999). Por outro lado, na auséncia de sinais
inflamatorios essa ligagdo se rompe pela forga do fluxo sanguineo e a célula
continua circulante. Mas quando ha um estimulo inflamatério, essas interacdes
fracas sao estabilizadas pelas ligagdes de integrinas com as ICAMs endoteliais,
facilitando a diapedese (ZARBOCK; LEY, 2008).

A ligacao de quimiocinas ou outros quimiotaticos a receptores de membrana de
neutrofilos induz uma mudanca conformacional em proteinas da familia das
integrinas, aumentando sua afinidade por moléculas de adesao intercelular (ICAMs)
situadas no endotélio. As ligacbes dependentes de ativagao das B2 integrinas (Mac-
1, LFA-1) dos neutréfilos aos seus ligantes endoteliais (ICAM-1) convertem as
interagbes transitérias do rolamento em firme adesédo (CAREY; CHAREST; KING,
2011; DUNNE et al., 2002). A familia das integrinas possui duas subunidades a e £,
mas existem 16 tipos de subunidades a e 8 tipos de subunidades [ constituindo
mais de 20 receptores conhecidos. Na adesao firme dos PMNs ao endotélio ha a
participagcdo de duas integrinas: antigeno de macrofago 1 (Mac-1; oawmfPz;
CD11b/CD18) e antigeno associado a funcdo dos linfécitos 1 (LFA-1; o f2;
CD11a/CD18), (ALBELDA et al., 1994; ZHANG; WOJCIKIEWICZ; MOY, 2002). Os
PMNs também podem expressar p4 integrina (VLA-4) e ligar-se a VCAM-1 do
endotélio (BURG, 2001; SOHNLEIN, 2008; WAGNER; ROTH, 2000).

Um aspecto importante a ser ressaltado quanto ao rolamento é que o influxo de
calcio intracelular desempenha um papel essencial para a polarizacao e adesao dos
neutroéfilos via selectinas e integrinas . Durante o rolamento dos neutréfilos o fluxo de
calcio intracelular em neutréfilos aumenta de forma dependente de forgcas de
cisalhamento, medeia a transi¢cao entre a firme adesao por integrinas e a sinalizagéao
para a polarizagao do citoesqueleto (SCHAFF et al., 2008). Abolir o influxo de célcio
através da membrana celular inibe a ativagao da integrina 2 € consequentemente
impede a adesdo ao endotélio. Sabe-se ainda que o aumento do ion calcio
citoplasmatico é um fator primordial para a transducéo da resposta dos neutréfilos as
quimiocinas (SCHORR et al., 1999).

O evento posterior a adeséo firme € a diapedese (migragao dos PMNs entre as

células endoteliais) e a transmigracdo (movimentagcdo dos neutréfilos na matriz
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extracelular). A migragdo é mediada pela molécula de adeséo de plaquetas e células
endoteliais 1 (PECAM-1; CD31) e ICAMs (APLIN et al. (1998); (BURG, 2001). Os
neutrofilos se aplainam sobre o endotélio, resultando em um aumento do contato e
formagao de um grande numero de pontes de ligagdo por essas integrinas. A seguir,
os neutrofilos sofrem alteragcdes na sua forma, permitindo que eles passem entre as
jungodes interendoteliais, migrando para o espaco tissular extra vascular e para os
sitios inflamatérios (ZEN; PARKOSC, 2003). As vias de migracao transendotelial
CD-18-dependente (integrina $2, Mac-1 e LFA-1) e CD18-independente (integrina 1
e VLA-4) podem contribuir mutuamente para adesao e migragao de leucocitos no
pulmdo em modelo animal em inflamagcdo induzida por fluidos magnéticos
recobertos com acido dimercaptosuccinico (DMSA), (VALOIS, 2006).

Apds a diapedese, os neutréfilos estimulados migram em diregdo a um
gradiente de substancias quimiotaticas pela liberacdo de proteases, abundéancia de
proteinas e emissdo de pseuddpodes (AQUINO, 2008; GALKINA et al.,, 2012;
GANE; STOCKLEY, 2011). Nesse aspecto a proteina Cdc 42 pertencente a familia
Rho-GTPase esta relacionada com a polaridade celular (ETIENNE-MANNEVILLE,
2004; WELLS, 2006) sendo ativada em resposta a integrinas e bradicinina em
células de mamiferos regulando adesao e permeabilidade celular (BROMAN, 2007;
YANG, 2007). Cdc 42 regula a polimerizagdo da actina e induz a formacgédo de
filipodias (ETIENNE-MANNEVILLE, HALL, 2003; HEASMAN, 2008), preparando a

célula para o processo de fagocitose.
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Figura 1- rolamento, adeséo fraca (selectinas), firme adesao (integrinas)
e diapedese dos neutrdfilos (modificado de Pindjakova and Griffin, 2011)

(PINDJAKOVA; GRIFFIN, 2011).
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1.5 Fagocitose

Ao atingir o sitio inflamatério, inicia-se no neutréfilo o processo de fagocitose
de microorganismos invasores ou de corpos estranhos como particulas ou
agregados de NPs de TiO,. Essa capacidade fagocitaria dos neutréfilos é
influenciada por varios fatores como medicamentos (MUNIZ-JUNQUEIRA et al.,
2003), condicdes sistémicas (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2005) ou locais
(CARNEIRO et al., 2012). Os fagécitos sédo equipados com receptores
especializados que reconhecem seus alvos e iniciam 0s mecanismos de
degradagdo, culminando com a morte e liberacdo de particulas lisadas. Essas
células podem fagocitar particulas opsonizadas ou nédo opsonizadas (BEUTLER,
2004) sendo que os principais receptores de opsoninas (RFc) ligam-se a
imunoglobulinas, na por¢ao Fc, além do subgrupo de B2-integrinas que se liga a
particulas ativadas pelo complemento (OPPENHEIM; SHEVACH, 1990). Os
receptores Fcy levam a fosforilacdo e subsequente ativacao de tirosina cinases das
familias Src e Syk, que se associam a um motivo immunoreceptor tyrosine-based
activation motif-ITAM, situado nas subunidades dos receptores Fcy. As tirosinas
cinases ativadas, fosforilam o motivo ITAM e outros substratos que levam a um
aumento na concentragado de calcio intracelular, reorganizagéo do citoesqueleto e
ativagao transcricional (LEE, HARRISON, GRINSTEIN, 2003). O receptor FcyRIllb,
em neutrofilos, pode se mover rapidamente durante a ativacdo dessa célula no
disparo do processo de fagocitose. A ligagdo de particulas opsonizadas a um
receptor Fc eleva a concentracido de tais receptores ao redor da area de contato, e
as células aumentam as microvilosidades e estendem seus pseuddépodes em volta
da particula mediada pelas proteinas Cdc 42 e Rac 1, formando um canal que se
funde, originando uma vesicula (fagossomo), (Fagocitose tipo I), (LEE, HARRISON,
GRINSTEIN, 2003; OPPENHEIM; SHEVACH, 1990).

O neutrdfilo ao ligar-se ao patégeno opsonizado ou a corpo estranho como as
NPs de TiO, pode desencadear dois outros processos: a geragdao de compostos
reativos de oxigénio, através do complexo NADPH oxidase e a liberagdo do
conteudo granular para o fagossomo (BABIOR, 1984; 1999). A composigao inicial de
um fagossomo nao € ainda microbicida e o termo maturagao se refere ao processo

pelo qual o fagossomo adquire competéncia para destruir e eliminar particulas
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internalizadas. Esse fenbmeno € um processo dindmico que inclui a aquisi¢cao de
enzimas microbicidas, ATPases vacuolares, importantes para a diminui¢cdo do pH e
a montagem do complexo NADPH oxidase (BABIOR, 1984; SEGAL; ABO, 1993).
Em neutrdfilos, o fagossomo adquire capacidade antimicrobiana quando se funde
com as vesiculas secretérias e granulos. Essas organelas contém um poderoso
arsenal de peptideos antimicrobianos, enzimas proteoliticas e proteinas de
membrana que contribuem para a eliminagdo do patégeno (MOLLINEDO, 2003 ;
SEGAL, 2005). Nesse processo, elevados niveis de calcio citossolicos séao
detectados durante a secrecado de granulos e a fagocitose (SCHAFF et al., 2008).
Por outro lado, a polimerizagdo da actina durante a fagocitose dependente de
integrina aMp, € regulada pela atividade da proteina RhoA, necessitando estimulo
extracelular (ex.: citocinas, LPS, TNF, PMA) e as particulas que sao ligadas a
integrina aMB, ndo induzem a formacédo de pseudopodes (fagocitose tipo Il),
(CARON; HALL, 1998). Ademais, a formacdo de extensbes tubulovesiculares
(nanotubos, citonemas) em neutrofilos tem sido pesquisada como uma nova
ferramenta para ligagdo intercelular e apreensdo de particulas para fagocitose
mediada fundamentalmente por 6xido nitrico endégeno ou exdgeno (GALKINA et al.,
2009).

1.6 Apoptose de neutrofilos

O termo apoptose (do grego apd = separagao, ptésis = queda), adotado pela
primeira vez por KERR et al., (1972), designa a forma fisiolégica de morte celular
que ocorre segundo programa genético que desencadeia processo de autodigestao
controlada, em consonancia com a remocgao de células lesadas ou senescentes,
sem alteragdo do microambiente celular (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972).

Na inflamagao o processo de apoptose é retardado com acumulo de fator de
estimulacdo de colbnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e Fator de
estimulacéo de coldnias de granuldcitos (G-CSF), dessa forma o neutréfilo realiza a
migragao, desgranulagao e fagocitose, e s6 entao inicia-se o processo de apoptose,
com o aparecimento de vesiculas apoptéticas (apoptossoma) e a externalizagéo da
fosfatidilserina e fagocitose das vesiculas apoptéticas pelos macréfagos. O correto
controle da apoptose nos neutrofilos € de vital importancia para renovagao dos

neutréfilos circulantes, para eficiéncia na remogao dos agentes patogénicos e na
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regulacao da resposta inflamatéria (SIMON, 2003). A apoptose pode ser ativada por
duas vias distintas: a intrinseca e a extrinseca. Na via intrinseca, os agentes
indutores da apoptose levam a formacao de poros de transicdo de permeabilidade
na mitocondria (PTPC), dependentes de voltagem (VDAC) e pela adenina
nucleotideo translocase (ANT), além de diversas proteinas da familia da Bcl-2 que
disparam o processo (KROEMER, 2002). O citocromo ¢ € uma das principais
moléculas extravasam pelos poros de transigdo (Hussain et al, 2010). A via
extrinseca ou dos receptores de morte estabelece conexdes com o0 meio
extracelular, recebendo sinalizacdo pro-apoptética do exterior e de células vizinhas.
Duas familias de receptores estdo envolvidas: Fas e TNF. As células que sofrem
apoptose apresentam alteracdo no potencial transmembranico mitocondrial, que
precede a ativagdo de caspases e endonucleases (MAYER; OBERBAUER, 2003).
Essas vias indutoras de apoptose comunicam-se permitindo a amplificacdo do sinal
apoptético sendo que ambas convergem para a ativagdo da caspase 3 (BAETU,
2002; REN, STUART, LINDBERG , ROSENKRANZAR, CHENY, 2001). Neutrdfilos
ativados entram em apoptose espontanea e, nas fases tardias da apoptose
apresentam o fendmeno conhecido como “evanescéncia’, que € a eliminagcao
completa do nucleo (REN, STUART, LINDBERG, ROSENKRANZAR, CHENY,
2001).

Um outro mecanismo, descoberto ha menos de uma década, tem sido
pesquisado em relagdo a apoptose. PMNs ativados lancam uma rede contra
patdgenos (NETs-neutrophil extracellular traps), formadas rapidamente (10 minutos)
ap6s a ativagdo de neutrofilos com PMA, IL-8, LPS e fungos (BRINKMANN;
REICHARD; GOOSMANN, 2004). Estruturalmente, as NETs correspondem a uma
rede de fibras formadas essencialmente por cromatina (DNA e nucleoproteinas), que
também utiliza NADPH oxidase, proteinas e enzimas de granulos azurofilicos, como
a elastase e mieloperoxidase de neutréfilos, aderidas as fibras de cromatina—
histona. As NETs envolvem, desarmam e matam os patdégenos independente de
fagocitose (BRINKMANN et al., 2004) ou por outro lado servem como barreira fisica
para disseminagdo dos microorganismos (MCCORMICK et al., 2010). Candida
albicans (URBAN, REICHARD, BRINKMANN, ZYCHLINSKY, 2006), Aspergillus
fumigatus (MCCORMICK et al., 2010) e Plasmodium falciparum (BAKER et al.,
2008) também induzem a formagéao de NETs de neutrdéfilos. Além dessas estruturas

serem observadas nos tecidos combatendo bactérias e fungos também podem ser
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observadas no interior de vasos sanguineos durante sepse onde sao reguladas por
plaquetas (BAKER et al., 2008; CLARK et al., 2007). A produgao de NETs requer a
participacdo de enzimas, receptores de superficie e a reorganizacdo do
citoesqueleto dos neutrofilos (NEELI et al., 2009)

Embora a NETosis seja diferente da apoptose (a forma classica de morte
celular), as experiéncias recentes indicam uma ligagdo entre NETosis e autofagia. A
implantacéo regulada de redes pode exigir modificagdes covalentes de histonas, que

organizam cromatina no nucleo da célula e nas NETs (NEELI; RADIC, 2012).

1.7 Neutrofilos em contato com superficies de titanio

Os PMNs apresentam comportamentos diferentes frente a macroparticulas,
microparticulas e nanoparticulas. Nesse contexto as macroestruturas ou
macroparticulas correspondem a implantes, placas e telas dentre outros, de TiOy
enquanto as microparticulas tém uma dimensdo maior que 100-200 nm e as
nanoparticulas < 100 nm (VAMANU et al., 2008; WATARI et al.,2009; GONCALVES
et al., 2010).

O aumento da area de superficie especifica (area de superficie por unidade de
volume) em determinado material provoca o aumento da dissolugéo idnica e
toxicidade. O tamanho dos materiais biocompativeis e nédo soluveis como TiO;
guarda relagao direta com o tamanho critico para a transi¢do do seu comportamento
de interagao bioldgica entre as particulas, tecidos e células : 10 ym, 100 ym e 100-
200 nm. Como exemplo, a expressao de citocinas aumenta em razio direta com a
diminuicdo do tamanho das particulas em neutréfilos. Quando acima de 10 ym o
comportamento é bioinerte mas, quando abaixo de 10 um (menores que neutrofilos)
tornam-se biointerativos havendo indugcédo de fagocitose pelas células e inflamagéao
nos tecidos. Abaixo de 200 nm o estimulo decresce e as particulas ndo sao
detectadas pelo sistema imune, podendo invadir o organismo (WATARI et al., 2007,
2009). Deve-se considerar ainda outras classificacbes quanto as mensuragoes das

nanoparticulas (ex: labeis, insoluveis), (DURAN et al., 2006)

1.71 Macroparticulas
A cinética do recrutamento e adesdo dos PMN a superficies de Ti (placas ou

implantes) demonstra que o titanio n&o se incorpora passivamente ao organismo.
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Apoés implantacdo no organismo o biomaterial entra em contato com sangue
ocorrendo adsorc¢ao de proteinas plasmaticas na sua superficie como cininogénio de
alto peso molecular, fator Xll, fibrinogénio, 1gG, pré-cralicreina, calicreina e C1q
(WALIWAARA et al., 1996). Decorridos cinco a dez segundos as plaquetas sao
encontradas na superficie do metal e apés dez minutos pode-se verificar a presenca

de ligantes para receptores de PMN nessa superficie (P-selectina-CD-62P)

(ERIKSSON, C. et al.,, 2001; NYGREN et al., 1997). A superficie do titanio pode
induzir a producdo de fatores que sao quimiotaticos aos PMNs via ativagcao de
complemento e plaquetas. Enquanto os receptores de plaquetas tém como ligantes
IgG e fibrinogénio, os receptores de granuldcitos podem aderir a fibrinogénio, 1gG,
complemento e a plaquetas quando presentes na superficie do metal (HAIMOVICH
et al., 1993). Eriksson et al. 2001, utilizando sangue total, encontraram na superficie
de TiO, a presenca de eritrécitos (9% to 10%), granuldcitos (9% to 14%), e
plaquetas (1% to 4%,) nas primeiras duas horas de contato. A adesdo de PMNs ao
titanio foi associada a um rapido decréscimo na expressdo de L-selectina em 16
minutos. Inicialmente houve um predominio da expressdo de receptores FcyRIli
(CD-16), sendo que apdés 30 minutos ocorreu uma mudanga desse quadro com
maior expressao de integrinas CD-11b, CD-18. Apés uma hora de contato do
sangue total a superficie do titdnio houve decréscimo de todos os receptores
expressos (ERIKSSON; NYGREN, 2001a) (TANG et al., 1997), o que pode estar
associado a apoptose (WHYTE et al., 1993). Nesse mesmo estudo, os neutrofilos
nao foram ativados pelo contato com placas de o6xido de titanio, e ndo houve
explosdo respiratéria. Posteriormente, frente a outro estimulo como o Zymosan
opsonizado, os PMNs mantiveram sua capacidade de ativacdo em resposta a
patdgenos (ERIKSSON; NYGREN, 2001a). A auséncia de explosao respiratéria na
superficie de TiO, tem sido explicada pelo fato de FcyRIII (CD16) poder atuar como
um receptor de adesdo sem ativar essa via (ERIKSSON; NYGREN, 2001b),
interagindo com integrinas (CD11b), (ZHOU; BROWN, 1994). Por outro lado as
respostas dos neutréfilos a superficies lisas ou rugosas demonstra que a diferencga
entre a expressdo de L-selectina e CD-11b é influenciada pela interacdo dos
neutrofilos com o TiO,, mas nao pela diferenca entre a textura das superficies. Esse
processo de adesao independe da presenca de outras células ou mediadores

plasmaticos (SILVA, 2011). Ericksson e Nygren, 2001 observaram em relagdo a
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interacao de neutrofilos com superficies hidrofobicas que o aumento da expresséao
de CD-11b foi tempo-dependente. Nas superficies hidrofilicas a expressdo de CD-
11b ocorreu ap6s 32 minutos em sangue total e a expressao de CD-11b e CD-16 foi
dependente de trombina (ERIKSSON; NYGREN, 2001b).

1.7.2 Microparticulas

Estudos in vivo e in vitro demonstram os efeitos da interacdo de particulas de
TiO2 com células e tecidos. O tamanho das particulas tem sido considerado um
importante fator correlacionado a toxicidade no meio biolégico. Quando particulas
maiores (40-150 pym) séo inseridas nos tecidos vivos ocorre uma reagao inflamatdria
com envolvimento dessas por tecido fibroso e auséncia de eventos celulares de
fagocitose (KUMAZAWA et al., 2002). Entretanto, Tamura et al. 2002 demonstraram
que particulas de TiO, com 2 ym foram fagocitadas por neutréfilos, com producéao de
anion superéxido e TNF-a (TAMURA et al., 2002). O estudo de Kumazawa e
colaboradores de 2002 foi um dos primeiros a mencionar que a citotoxicidade das
particulas de titanio € tamanho-dependente e que os PMNs tém suas funcdes
diferentemente moduladas pelo tamanho dessas particulas. Nesse estudo
verificaram os efeitos sobre as fungcbes dos neutrdfilos humanos expostos a
solugdes e particulas de titanio (Ti), vanadio (V) e niquel (Ni) e avaliaram a
citotoxicidade e biocompatibilidade in vitro e in vivo. Analises bioquimicas com
lactato desidrogenase (LDH), anion superoéxido (O2) com ferrocitocromo ¢, TNF-a
por ELISA e microscopia eletrbnica de varredura (MEV) mostraram que Ni em
solucao destr6i a membrana celular de neutréfilos. De outra forma, Ti e V em
solucao estimularam neutréfilos e aumentaram a quantidade de anion superéxido
liberado. Ao utilizar particulas finas (1-3 um) menores que os neutrofilos que tém
didmetro de 5-10 um, tais particulas foram fagocitadas pelas células, com grande
producao de anion superoxido e expressao de TNF-a (KUMAZAWA et al., 2002).
Tamura et al. 2004 observaram que a liberacdo de anion superéxido e produgao de
citocinas inflamatérias ocorreu em particulas de 3 ym ou menores e pouca
expressao foi verificada em particulas com 10 ym ou acima desse valor em eventos

relacionados com fagocitose de neutréfilos (TAMURA et al., 2004).
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1.7.3 Nanoparticulas

Por muitos anos o TiO; foi considerado biologicamente inerte, independente da
via de penetracdo no organismo (exposi¢gdo ocupacional, meio ambiente ou
materiais e drogas biomédicos) e com a caracteristica de ndo promover dano ao
meio biolégico (HAMILTON et al., 2009) (ROSENBERG; GRATZ; HF, 1993).
Entretanto as incertezas quanto aos efeitos bioldgicos do uso dos nanomateriais tém
promovido a busca por respostas para essa interagdo com o0 organismo
(HARAGUSHI, 2004; LARSEN, M. et al., 2006). O termo nanomateriais € utilizado
para descrever materiais inorganicos, uniformes com dimensao critica abaixo de
100nm, especialmente projetados para aplicagdo comercial (COLVIN, 2003). De
modo geral, particulas com tamanhos menores que 100 nm de didmetro sao
referidas como ultrafinas pelos toxicologistas e sdo chamadas de nanoparticulas
pelos fisicos (SINGH, 2005). Os nanomateriais, como o TiO, podem ser concebidos
em diferentes formas e tamanhos, com respostas variadas (RODRIGUEZ et al.,
1999) influenciadas pelas propriedades de superficie das NPs como tamanho, forma
e a carga (PEREIRA, 2010; UNFRIED et al., 2007). As propriedades que distinguem
as nanoparticulas das macro e microparticulas tipicamente tornam-se ativas
biologicamente abaixo de 100-200 nm (WATARI et al., 2009).

A literatura demonstra a interagcao de diferentes materiais nanoparticulados com
células e tecidos in vivo e in vitro (BUSCH et al., 2011; GEISER et al., 2005 ;
KASTENMAYER, 1994; KUMAR, 2010 ; PUJALTE et al., 2011; SCOWN, 2009).
Entretanto, os relatos sobre a interagao dos neutrofilos com nanoparticulas de titanio
nao aparecem em grande numero na literatura especializada. Estudo realizado com
neutréfilos de peixes utilizou NPs de TiO; (< 100 nm) com 0,1-1000 ug/mL. Os
autores concluiram que houve aumento da explosdo respiratoria isoladamente ou
em combinacdo com PMA e que NETs nao foram liberadas com NPs de TiO;
isoladamente mas somente quando em combinacdo com PMA. Em nenhuma

condi¢do houve desgranulacdo dos neutréfilos (JOVANOVIC et al., 2011).

Um dos primeiros relatos com neutréfilos humanos, foi o de Hedenborg em

1988, demonstrando que as nanoparticulas TiO, (345-1000 nm) promoveram a
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producao de ERO (Espécie Reativa de Oxigénio) e que o tamanho das particulas e a
estrutura da superficie determinaram a intensidade da ativacado dos PMNs humanos
(HEDENBORG, 1988). Tamura et al 2004 relataram que a citotoxicidade das
particulas em neutrdfilos, era tamanho-dependente. Observaram que
comparativamente com particulas de TiO; (2, 10, 45, 150 um) as NPs de niquel
(400nm) promoveram intenso processo inflamatério e necrose tecidual. Os
neutréfilos tiveram sua morfologia alterada pelas NPs de niquel, com destruigdo da
membrana celular. Houve ainda, em relagdo aos PMNs, diminuicdo da taxa de
viabilidade celular, confirmando a citotoxicidade por dissolucéo idnica e pelo efeito
do tamanho das NPs (TAMURA et al., 2004).

Dois trabalhos de Goncalves et al. mostraram os efeitos da interacdo de
neutrofilos humanos com NPs de TiO,. No primeiro relato a ativagcdo dos neutroéfilos
estimulados com nanoparticulas (1-10nm) e os efeitos in vitro foram evidenciados
(GONCALVES et al., 2010). Experimentos cinéticos em 24 horas, demonstraram
auséncia de necrose apos tratamento dos PMNs com TiO; (0-100 ug/mL). As NPs
induziram alteragdes da morfologia celular de forma concentragdo-dependente ao
longo do tempo, indicando seu potencial de ativagdo sobre as células . A ativacao foi
demonstrada ainda pela intensa e rapida fosforilacido das enzimas da familia MAPK,
p38 e Erk-1/2. Por outro lado a apoptose foi inibida em concentracao de TiO, = 20
pMg/mL. O sobrenadante dos neutréfilos incubados com TiO, foram colhidos e
verificaram a expressao de 36 diferentes analitos, sendo GRO-a e IL-8 os de maior
expressao (GONCALVES et al., 2010, GONCALVES; GIRARD, 2011).

No segundo estudo, Gongalves et al. 2011 evidenciaram in vivo (subcutaneo de
murinos) o afluxo de neutrdéfilos ao espago subcutaneo no periodo de 3-9 horas, € a
expressao de citocinas proé-inflamatérias apos estimulo com NPs de TiO; (1-10nm),
(100 pg/mL). Os neutrofilos teciduais representaram mais de 80% das células e o
restante foram mononucleares. Com teste ELISA, o exsudato demonstrou aumento
da producao de 40 analitos, com diversas quimiocinas. A expressao de MIP-1 estava
significativamente aumentada em relagdo aos controles (GONCALVES; GIRARD,
2011).

1.8 Morfologia dos neutréfilos em contato com NPs de TiO;
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Os neutrofilos podem ser classificados em 3 fendtipos diferentes: quiescente,
estimulado e ativado. Esses fendtipos guardam estreita relagdo com a morfologia
dessas células uma vez que para cada estimulo havera uma resposta com alteragao
na fisiologia e na morfologia dos PMNs para permitir a migracéo e execugao das
suas funcdes. Dessa forma, as alteracbes bioquimicas durante as respostas
celulares a estimulos envolvem mudangas subcelulares citoplasmaticas (granulos,
montagem parcial ou completa da NADPH) e na membrana celular.

A morfologia dos neutrofilos quiescentes exibe uma caracteristica esférica e
uma membrana com superficie irregular com varias microvilosidades (dobras ou
projecdes curtas), (HERANT; HEINRICH; DEMBO, 2005 ; ROBINSON, 1985), com
comprimento médio de 300 nm (SHAO; TING-BEALL; HOCHMUTH, 1988).
Internamente os PMNSs, apresentam o nucleo multilobulado, possuem numerosos
granulos citoplasmaticos e poucas vesiculas (LANNAN et al.,, 1992), além das

organelas comuns as células eucaridticas.

Um grande numero de fatores podem influenciar a capacidade de deformacéao
dos PMNSs. Citam-se a fluidez e tensdo cortical da membrana celular (SIMON;
SCHMID-SCHONBEIN, 1988), turnover do citoesqueleto, viscosidade do citoplasma,
o tamanho do nucleo e sua area de superficie (relagdo do volume celular), (CHIEN
et al.,, 1984). A area total da membrana celular contém 40 a 90% de excesso em
relacdo a area necessaria para conter o seu volume (BAGGE, 1976). Assim, durante
a ativacdo dos neutrofilos, as dobras da superficie da membrana permitem a

expansao e intensa mudanga da morfologia dessas células (LANNAN et al., 1992).

Lannan e colaboradores 1992, realizaram estudos morfométricos e morfolégicos
em PMNs submetidos a exposicdo a fumaga de cigarros e seus compostos.
Observaram que o diametro maximo e a circunferéncia celular aumentaram apods 4
minutos de exposicdo em comparagao com o0s controles. Por outro lado, a
morfologia celular demonstrou a formacao de vesiculas na superficie da membrana
(LANNAN et al., 1992). Assim como a exposicdo a fumaga de cigarros promove
alteragdes morfolégicas nos PMNSs, outros agentes podem estar envolvidos, como:
PMA, fMLP, citocinas, complemento, PAF, LTB4, LPS, entre outros.

Em relacédo a captagcdo de NPs de TiO, a literatura demonstra que células

fagociticas e nao fagociticas internalisam o metal, seja passivamente ou por
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fagocitose com alteragdo da morfologia: Queratindcitos humanos— HaCaT, células
epiteliais de pulmao— A549, linhagem celular de mondcitos (primarios- peripheral
blood mononuclear cells}— PBMC, linhagem celular oligodendroglial de ratos —
OLN93, linfécitos e mondcitos permanentes-THP1 (BUSCH et al., 2011); fibroblastos
da derme (PAN et al.,, 2009), macréfagos murinos (SCHERBART et al., 2011b),

macrofagos pulmonares de suinos e eritrocitos humanos (GEISER et al., 2005).

Neutrofilos em contato com particulas e nanoparticulas de TiO, sao estimulados
e podem ser observadas alteragées na morfologia celular relacionadas a membrana
e alteragbes do citoesqueleto com modificagao das fibras de actina (TAMURA et al.,
2004). A interagao das células com metais pode, por vezes, levar a formacgéao de
vesiculas ou zeiose na superficie da membrana, aspecto sugestivo de injuria
oxidativa levando a contracao celular que é uma caracteristica da apoptose (RANA,
2008). Kumazawa et al. 2002 demonstraram que a membrana celular de neutrdfilos
sofreu expansao em solugdo com 10 ppm de TiO, e a morfologia da membrana
tornou-se mais complexa do que os controles celulares (KUMAZAWA et al., 2002).
Tamura et al. 2002, mostraram que particulas de titdnio com 2 ym tornaram a
membrana celular de rugosa para lisa enquanto particulas de 10 a 45 pm ou maiores
induziram pouca alteragao na morfologia celular (TAMURA et al., 2002). Entretanto,
poucas evidéncias cientificas demonstram as alteracbes morfolégicas dos neutréfilos
expostos a NPs de TiO, (GONCALVES et al., 2010; GONCALVES; GIRARD, 2011;
HEDENBORG, 1988; WATARI et al., 2007; WATARI et al., 2009)

A alteragdo da morfologia celular é influenciada pelas propriedades fisico-
quimicas, concentragdo e tamanho das particulas. Hedenborg, 1988 afirmou que o
tamanho da particula e a estrutura da superficie de TiO, determinaram o modo e a
intensidade da ativagdo dos PMNs e a consequente alteracdo na morfologia
(HEDENBORG, 1988). Gongalves e colaboradores, 2010 mostraram que
concentragdes de 100 ug/mL promoveram intensas alteragbes na morfologia dos
neutréfilos (GONCALVES et al., 2010). Watari et al., 2009 observaram deformagao
celular e fagocitose das NPs de TiO, (500 nm) enquanto em particulas maiores que
10 um nao foi observada fagocitose (WATARI et al., 2009).

As alteragdes da morfologia dos neutréfilos podem ainda ser representadas por

citonemas, poros e NETSs.



38

1.8.1 Formacao de extensdes tubulovesiculares ou citonemas

O processo de ativagao leva os neutrdfilos inicialmente a uma deformacgao de
sua morfologia e finalmente a migracdo. Antes da migracéo as células se polarizam
e desenvolvem uma borda anterior ou lamelipddia (front or leading edge) rica em
filamentos de actina e uma borda posterior ou uropddia (back or trailing edge) rica
em um complexo de actinomiosina (SENGUPTA et al., 2006). Sabe-se que a
locomocgao celular requer um mecanismo continuo de adesao e liberacao da célula
do substrato (VEREYCKEN et al., 1995). Por sua vez, a regulagdo da morfologia
celular esta relacionada a adesao da lamelipddia e a liberacdo da parte posterior, a
uropddia. As integrinas da parte aderente da célula conectam o citoesqueleto com a
matriz extracelular ou substrato, produzindo as forcas necessarias para a locomocéao
(ROCA-CUSACHS; ALMENDROS I; SUNYER R; et al., 2006). Além da locomogao
os neutrdfilos emitem e recebem moléculas de sinalizacdo para comunicacdo com
outras células a distancia e por outro lado podem comunicar-se diretamente por
citonemas (extensbes tubulovesiculares, nanotubos) um tipo de filopddia
especializada (BARTNECK, M. et al.,, 2010; GALKINA, S. et al., 2005). Quando a
propagacao ou migracdo dos neutrdfilos foi impedida por diversos agentes (ex:4-
bromo- Fenacil-brometo, N-etilmaleimido, 7-cloro-4-nitrobenzeno-2-oxa-1,3-diazole e
citocalasina D) ocorreu a formacédo de longas e finas extensdes tubulovesiculares
(citonemas) apdés adesdo a um substrato com fibronectina (GALKINA; SUD’INA;
ULLRICH, 2001). Dois tipos de extensdes foram identificadas por microscopias
(MEV e Contraste de Fase): (1) extensdes tubulovesiculares altamente dindmicas e
flexiveis com as extremidades ndo aderidas ao substrato. Apresentam 160-240 nm
em diametro e com comprimento que pode alcancar de 70 — 80 ym, por um periodo
de estimulo de 20 min, (2) delgadas extensdes retilineas com extremidades planas
ou achatadas formadas na presenca de PMA, conectando as células ao substrato ou
a células vizinhas a grandes distancias. As extensdes podem representar
mecanismos utilizados pela célula para adesdo, sensorial, transporte e
comunicacao, tornando-se mais abundantes em numero e comprimento, de forma
tempo- dependente (GALKINA et al.,, 2001). Outra fungdo dos citonemas é de

adesao e agregacgao a bactérias a distancia, levando a fagocitose apos estimulagéo
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por oxido nitrico (GALKINA et al., 2009). Em um estudo envolvendo andlise
protedmica, Galkina et al., (2012) demonstraram que as extensdes tubulovesiculares
representam um meio de transito de proteinas bactericidas dos granulos como, a)
lactoferrina, lipocalina, mieloperoxidase, catepsina G e defensinas; (b) enzimas do
metabolismo energético; (c) proteinas do citoesqueleto, actina; (d) proteinas S100;
e) anexina. Afirmaram que os citonemas permitem que os neutrofilos liberem
secregcbes bactericidas a longa distancia sem diluigdo ou injurias aos tecidos
circundantes (GALKINA et al., 2012).

Outro aspecto morfolégico que pode relacionar-se com citonemas é a formagao
de poros especificos na membrana citoplasmatica em decorréncia da degradacgéao
destas extensdes (GALKINA, et al., 2005). Ainda n&o ha evidéncias da formacgao de
citonema apods interacdo com NPs de TiO, (GONCALVES et al., 2011), entretanto
sabe-se que vesiculas e poros podem formar-se na membrana plasmatica pela
interacdo com outras NPs (GUDURU, 2011).

1.8.2 Formacao de poros e vesiculas na membrana

Poros podem ser formados na membrana plasmatica pela interagdo com NPs, ja
que é a primeira area de contato entre a célula e essas estruturas. A formacao de
poros em nanoescala na membrana foi proposta por Mecke et al.2004, usando
microscopia de forga atdmica (MECKE et al., 2004). As interagdes NPs-membrana
sao amplamente afetadas pelas propriedades de superficie das NPs tais como
tamanho, forma e carga. Ja foi demonstrada a ruptura da integridade da membrana
plasmatica quando tratadas com NPs contendo grupos carregados positivamente (tal
como polimeros: polietilenamina e poliamidoamina) nas suas superficies (HONG et
al., 2004). A formagao desses nanoporos aumenta a permeabilidade da membrana e
pode ainda promover a captagcédo das NPs por endocitose. A aglomeragao (particulas
encontram-se ligadas por forgas fracas , por exemplo: forcas de Van der Walls,
capilaridade) e agregacgao (particulas unidas por ligagdes quimicas- forgas fortes) de
NPs de TiO; sdo mecanismos conhecidos (PEREIRA, 2010) e podem ocorrer na
superficie da membrana comprometendo a comunicagcdo com o0 meio externo
(KIRCHNER et al., 2005). Além disso sabe-se que o tamanho e a natureza quimica
dos agregados de NPs de TiO; estéao relacionados com a toxicidade (GRASSIAN et
al., 2007).
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As vesiculas (protrusbes do plasmalema) representam um aspecto
caracteristico de células lesadas. O rompimento da membrana pode ocorrer em
condicdes de stress mecanico da célula, pela agao de toxinas formadoras de poros e
fosfolipases e proteinas autoimunes formadoras de poros (perfurinas) para
eliminacado de patégenos (PARKER; FEIL, 2005). As células nucleadas corrigem a
permeabilidade da membrana por um processo de re-selamento. Caso ocorra falha
no selamento o contetido celular é perdido. Quando o influxo de Ca®* extracelular
ndo é restringido o dano pode ser irreversivel. A elevacdo abrupta de Ca**
intracelular ativa proteinases e fosfolipases causando dano generalizado a bicamada
fosfolipidica e ao citoesqueleto. Nas células lesadas o influxo de Ca®" extracelular
desencadeia um processo de formacgao de vesiculas na membrana plasmatica que é
muitas vezes considerado como um prenuncio de morte celular. As vesiculas sao
produzidas em determinadas regides da membrana plasmatica por destacamento ou
separagao do cortex da actina (CHARRAS et al., 2008). O deslocamento e o
aumento do citoplasma em direcdo a vesicula formada sdo conduzidas por uma
contragdo da actinomiosina cortical, que gera uma pressao hidrostatica gerando
herniamento da membrana plasmatica (TINEVEZ et al., 2009). A formagao das
vesiculas pode ocorrer por mecanismos dependentes ou independentes de Ca®* que
ativam miosina ou induzem a reorganizagao do citoesqueleto e estruturas corticais
(CHARRAS; PALUCH, 2008). As vesiculas podem surgir em processos fisiolégicos
como: citocinese, locomogdo (KELLER; EGGLI, 1998), injuria e apoptose
(CHARRAS, 2008).

Babiychuk et al. (2011) propuseram um mecanismo pelo qual as vesiculas da
superficie da membrana desempenhariam um papel de protecdo ao plasmalema e
nao apenas o antigo conceito de morte celular iminente. Nesse estudo foram
analisadas diversas células, dentre elas, linfécitos TJurkat. O mecanismo de
protecdo a membrana pbéde ser resumido da seguinte forma (1) Uma lesdo da
membrana plasmatica (por ruptura mecanica, proteinas citotéxicas, lise da bicamada
lipidica, NPs) promove a formagao de poros, alterando a barreira de permeabilidade,
permitindo assim que ocorra um influxo de Ca** e um efluxo dos componentes
intracelulares, (2) A injuria promovida pelo influxo de Ca®* desencadeia a fosforilacdo
de miosina Il via miosina cinase de cadeia leve dependente de Ca** /calmodulina. A

miosina provavelmente induz a contracido do citoesqueleto cortical promovendo o
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aumento localizado da pressao hidrostatica no interior do citoplasma subjacente. A
membrana plasmatica ao redor da lesdo hernia para formar uma vesicula contendo
o remanescente com injuria. Caso a célula seja capaz de reparar o dano sofrido
localmente pela membrana, a elevada concentracdo de Ca** é bombeada para fora
e pode ocorrer a contracdo da vesicula. No entanto, se o reselamento falha, a
concentracdo de Ca?* no interior da vesicula aumenta, (3) caso a concentracdo de
Ca?* no interior da vesicula atinja 10 mM, a anexina A1 liga-se & membrana
plasmatica criando um vacuo internamente . A anexina A1 citosdlica segue para o
maior gradiente de concentracdo sendo levada para o interior da vesicula. No lado
citoplasmatico da vesicula uma pequena abertura é formada para o influxo de Ca**
ocorrendo uma reducdo rapida nessa concentragao devido a difusdo para o
citoplasma onde é sequestrado pelo reticulo endoplasmatico e mitocéndria. A
elevada concentragdo local de Ca®* leva a anexina A1 a ligar-se & membrana
plasmatica nas proximidades ou no interior da abertura da vesicula. A formacgao de
ceramidas(esfingolipidios) no plasmalema induzida por Ca**pode aumentar ainda
mais a selectividade de ligagdo da anexina A1. O aumento de Anexina A1 forma um
tampao impedindo o efluxo do citosol e ao mesmo tempo os agentes de injuria
extracelulares permanecem aprisionados no interior da vesicula (BABIYCHUK et al.,
2011 ; BABIYCHUK, E. et al., 2009).

1.8.3 Formacao de NETs

As NETs (neutrophil extracellular traps) tém aproximadamente 15 nm em
didmetro sdo formadas como resultado da morte celular (NETose) apés ativagéao
prolongada (3 h) por exemplo por PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) e sao
capazes de eliminar bactérias. Sao constituidas de proteinas dos granulos e de
cromatina, que formam uma extensa rede (BRINKMANN et al.,, 2004). A NETose
difere da apoptose e da necrose pela liberacdo ativa de cromatina nuclear. Esse
mecanismo € desencadeado por uma variedade de estimulos incluindo
microorganismos, citocinas proinflamatérias , plaquetas ativadas, células endoteliais
(NEELI; RADIC, 2012; URBAN, REICHARD, BRINKMANN, ZYCHLINSKY, 2006).

Uma variedade de auto-antigenos estao presentes ligados a fibras de cromatina
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das NETs, incluindo histonas citrulinadas e varias enzimas e proteinas bactericidas
como catelicidina LL-37, elastase e mieloperoxidase (MPO). Durante a ativagcado dos
neutréfilos a elastase migra dos granulos azurofilicos para o nucleo, onde degrada
parcialmente histonas especificas e promove a descondensacdo da cromatina
auxiliada pela MPO, fendmeno considerado fundamental para formagcao das NETs
(VILLANUEVA et al., 2011).

Recentemente, a formagdo de NETs (15 minutos), composta por ADN e
proteinas foi relacionada com NPs de ouro (15 € 50 nm). As NETs representaram
uma barreira fisica que envolveu as NPs e a carga positiva aumentou
significativamente a formacado da rede (BARTNECK et al.,, 2010). Por sua vez a
incubacéao, in vitro, de 0,1 pg/mL de nanoparticulas de TiO, em neutréfilos de peixes
(fathead minnow) demonstrou explosdao respiratéria mas auséncia de NETSs.
Entretanto quando as NPs de TiO, foram incubadas em conjunto com PMA houve
rapida e intensa formacdo de NETs e explosdo respiratéria (JOVANOVIC et al.,
2011).

1.9 Mecanismos de Captagcao de Nanoparticulas de TiO»

Ainda hoje o0s mecanismos pelos quais as nanoparticulas penetram as
membranas celulares e a sua distribuicdo para 6rgaos-alvo tem sido motivo de
intensas pesquisas (GEISER et al., 2005 ; GRATTON, 2008 ; OOSTHUIZENA et al.,
2012). As nanoparticulas podem penetrar as células fagociticas e as nao fagociticas
(BUSCH et al.,, 2011; TAMURA et al.,, 2004; VAMANU; CIMPAN; et al., 2008)
potencializando o risco a toxicidade pelo acesso direto as proteinas intracelulares ,
organelas e ADN (LI et al., 2003).

A captacao das particulas de TiO, é influenciada por um grande numero de
fatores, como as dimensdes e forma das NPs, a sua area superficial especifica, a
concentragdo, a polidispersibilidade e diversos parametros do meio (pH,
concentragao idnica, composigao, etc.), (JIANG et al., 2008; PEREIRA, 2010). Deve-
se considerar, ainda, que esses fatores interferem na habilidade do TiO, em penetrar
nas células (KARLSSON et al., 2009). Assim, visando analisar os efeitos dos

agregados de nanoparticulas de TiO2 em células, Okuda-Shimazaki e cols. (2010),
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verificaram que os agregados maiores (596 nm) promoveram maior alteragdo na
viabilidade celular, inflamagao e expressao génica, que os agregados menores (166
nm), (OKUDA-SHIMAZAKI et al., 2010).

Dessa forma, ganham importancia as vias de transporte na captagado de
particulas e nanoparticulas pela membrana celular. Em geral, particulas maiores
micrométricas sao incorporadas por fagocitose em células especializadas como
mondcitos , macréfagos e neutréfilos (BUSCH et al., 2011) e as NPs (0-100 nm)
parecem utilizar outras vias. Portanto, além da fagocitose as vias que podem estar
envolvidas no processo de internalizagdo de nanoparticulas incluem : a) endocitose
mediada por Clatrina, b) endocitose mediada por caveolina, ¢) macropinocitose, d)
via independente de clatrina/caveolina. A principal via de captacado é pela clatrina
que além de ajudar na biogénese de vesiculas, parece estar envolvida também na
protecdo e no processo de enderecamento de proteinas por meio dessas vesiculas
para o citosol (YBE et al., 1999). A via dependente de caveolina e da
macropinocitose apresentam uma cinética menor do que a via mediada pela clatrina
e os endossomas formados por aquelas vias ndo sao direcionados para lisossomas.
A captacado passiva, também deve ser considerada para penetracdo de NPs
(ARORA et al., 2010; GEISER et al., 2005). A endocitose mediada por clatrina é o
mecanismo mais estudado e acreditou-se ser o unico mecanismo de endocitose em
adicao a fagocitose e a macropinocitose. No entanto, durante os ultimos 20 anos,
varios mecanismos independentes de Clatrina foram descritos. Estes incluem
mecanismos dependentes de dinamina (dependentes de RhoA e caveolin-
caveolae/lipid rafts) e os mecanismos independentes de dinamina (Cdc42
dependente e ARF6 dependentes). A captacdo dependente de Cdc42/Arf1 tem sido
chamada de via CLIC / GEEC (CLIC- carreador independente de clatrina; GEEC,
GPI-AP- proteinas ancoradas glicosil-fosfatidilinositol) um  compartimento

endossomal primario enriquecido (IVERSEN et al., 2011), ( Figura 2).
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Mecanismos de Endocitose
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Figura 2- Mecanismos de endocitose de nanoparticulas evidenciado por IVERSEN et
al., 2011.

Outra via que tem recebido destaque nos ultimos anos é a dos inflamossomos
quando as NP passam a membrana passivamente e ligam-se a um complexo
protéico. Esse complexo citoplasmatico multiprotéico encontrado em macréfagos e
neutréfilos, tem como fungdo mediar a ativagdo de caspases e, finalmente, estimular
a producdo de IL-1a. E constituido essencialmente por NALP, um receptor
intracelular, sendo o inflamossomo NALP3 (também chamada criopirina) o mais
conhecido. NALP 3 interage com a proteina ASC (apoptosis-associated speck-like
protein) e CARD (dominio de recrutamento de caspases) permitindo o recrutamento
de caspase-1. A proteina ASC consiste de um dominio pirina (PYD) e um dominio
CARD que interage com pro-caspase 1, liberando sua forma ativa (caspase-1),
(PETRILLI; MARTINON, 2007). CARD é formado por um dominio FIIND e outro
dominio que interage com uma segunda molécula de pro-caspase 1. Por sua vez,
NALP3 tem um C-terminal de repeticées ricas em leucina (LRR) capaz de detectar

sinais, e um dominio pirina (PYD), que é essencial nessa cadeia, ja que interage
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com o dominio PYD da proteina ASC. Assim, NALP3 ¢é estimulada a reconhecer por
meio das suas LRR compostos diferentes como RNA bacteriano, ATP, cristais de
acido urico , imiquimod, baixas concentracdes de K e a radiacdo UVB, libertando as
formas ativas de caspase-1 através dessas proteinas adaptadores clivando
unidades de pro IL-1B e ativando a seguir IL-1pB potente estimulador de inflamagao.
Além disso, estimularia a liberagao de IL-18 e o Fator Nuclear Kappa B (NF-kB). Por
otro lado, o inflamossomo NALP3 seria regulado pela inibigdo de ASC por uma
proteina pirina intracelular podendo ainda estimular a liberacdo de IL-18 e fator
nuclear kappa B (NF-kB). (CHURCH; COOK; PRIMER, 2008). Yazdi et al., (2010)
demonstrou que NPs de TiO, e NPs de SiO, ativaram o inflamossomo NLRP3
levando a liberagao de IL-1B e IL-1a em queratindcitos e macrofagos. A atividade do
inflamossomo ativado pelas NPs de TiO;, n&o requer a participagdo da fagocitose
mediada pelo citoesqueleto (YAZDIA et al., 2010).

A par dos mecanismos de incorporacdo de particulas pelas células, estudos
demonstram a interacdo do TiO, com estruturas subcelulares e os possiveis
mecanismos envolvidos nessa relagdo (BERMUDEZ et al.,, 2004 ; SINGH et al.,
2007).

Amostras de TiO; finas (40—300 nm) e ultrafinas (20-80 nm) foram fagocitadas
rapidamente por células epiteliais de pulmdo A549, geralmente na forma de
agregados junto a membrana e no citoplasma na forma de vesiculas, vacuolos e
corpos lamelares. Nenhuma particula foi observada no interior do nucleo ou em
outra organela. Houve forte geragdao de ROS e liberagdo de IL-8 (SINGH et al.,
2007). Gheshlaghi et al., (2008) demonstraram que NPs de TiO; (20nm) interagiram
com tubulina e microtubulina e tiveram efeito inibitério na polimerizagao da tubulina,
alterando suas fungdes, como neurotransmissores em células do sistema nervoso,

divisao celular e manutencédo da morfologia (GHESHLAGHI et al., 2008).
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1.10 Nanoparticulas de TiO, e Citoxicidade

1.10.1 Homeostase Intracelular

Com o uso crescente de NPs de TiO, em varias areas e aplicagdes, atualmente
ha um consenso que as pesquisas devem analisar o risco de toxicidade pela
interacdo desse metal no interior de sistemas biolégicos (IAVICOLI; VERUSCKA,;
BERGAMASCHI, 2012). O perfil toxicolégico das NPs TiO, ainda néao foi
completamente elucidado e ganha destaque em razdo do seu potencial de
citotoxicidade, estresse oxidativo e efeitos carcinogénicos (IARC, 2006;2010;
SINGH, 2005). As nanoparticulas podem gerar a formacao de Espécies Reativas de
Oxigénio/Nitrogénio (ERO/ERN) em meio biolégico. ERO/ERN em células expostas
a NPs podem ser consideradas como o principal fator relacionado a toxicidade
levando a diminuicdo ou ablagdo das funcdes celulares por estresse oxidativo
(BARILLET et al., 2010; PETERSEN; NELSON, 2010; PUJALTE et al., 2011). O
estresse oxidativo desempenha importante papel na sinalizagdo celular e nas
respostas inflamatéria, genotdxica e proliferativa. Trés niveis de resposta celular ao
modelo de estresse oxidativo podem ser delineados: nivel 1-producdo de enzimas
antioxidantes (HO-1, NQO1, superdéxido dismutase, catalases e glutationa
peroxidases). Caso ocorra falha da protecdo no nivel 1 para restaurar o equilibrio
redox celular, o nivel 2 sera desencadeado com a ativagao de vias de sinalizacao
pré-inflamatérias como as JNK e NF-k3 (NEL et al., 2006). Em niveis de estresse
oxidativo mais elevados e prolongados (nivel 3) o desarranjo celular levara a uma
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial desencadeando a morte celular
(HUANG; WU; RS, 2010). As ERO incluem superoéxido (Oy’), radical hidroxila (HO') e
espécies nao-radicalares como peroxido de hidrogénio (H20;) enquanto ERN
incluem o6xido nitrico ON" e perdéxinitrito (ONOQ?). Para eliminar ERO/ERN as células
utilizam um sistema antioxidante enzimatico (SOD, catalase, glutationa-GSH) e nao
enzimatico (Tioredoxina-Trx), (TRACHOOTHAM et al., 2008). Sob estresse oxidativo
ERO/ERN podem desestabilizar proteinas, lipidios e ADN (PUJALTE et al., 2011;
TRACHOOTHAM et al., 2008). ERO e Ca?* desempenham importante papel na
ativacdo de varias vias como as MAP cinases e fatores de transcricdo redox
incluindo NF- kB, que pode levar a producido de moléculas pro-inflamatdrias e
mediadores (SCHERBART et al., 2011a). A concentracdo intracelular de Ca**

desempenha um papel fundamental na regulagdao no metabolismo celular, tradugéo
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de sinais e expressdo génica. Pode influenciar o ciclo celular pela ativacdo da
Proteina C Cinase (PKC),Ca*/Calmodulina Proteina Cinase dependente (CaMK) e
Proteina Cinase Mitogénica Ativada (MAPK). Alteragdes da concentracdo de Ca?*
estdo associadas com disfungao celular, desequilibrio metabdlico e energético,
doencgas e morte celular (STONE et al., 2000). Portanto, o sistema redox é essencial
na manutencdo da homeostase celular (equilibrio redox) através da geracéo e
eliminacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A homeostase redox
celular regula a abundancia de multiplas proteinas codificadas de genes atuando na
morte ou sobrevida das células. Em resposta as alteragdes do estado oxidativo, a
transcricdo daqueles genes pode ser modulada em parte pelo controle do sistema

redox sobre os fatores de transcrigao.

O Fator Nuclear kappa B (NF-kB) € um fator de transcrigao redox-sensitivo que
coordena reguladores de imunidade, inflamacéo, proliferagao celular e sobrevivéncia
(HAYDEN; GHOSH, 2004). Normalmente, os componentes de NF-kB sao
sequestrados e inativados por um inibidor (IkBs) no citosol. Um grande numero de
estimulos incluindo citocinas e ERO s&o capazes de ativar NF-kB via ativacao de kB
cinase (IKK). IKK ativada fosforila IkB, levando a dissociagdo de NF-kB do inibidor e
a atracéo de IkB para degradacao pelo sistema ubiquitina/proteassoma (GILMORE,
2006). NF-kB transloca-se para o nucleo liga-se ao ADN na regidao promotora e ativa

a transcricao dos genes-alvo (COOKE, 2003).

1.10.2. Citotoxicidade

O TiO, é frequentemente utilizado diretamente no corpo humano para propésitos
como diagnéstico, tratamento e progndéstico. O uso de NPs para testar a toxicidade é
essencial para compreender os riscos a saude humana. Conforme ja citado, a
literatura demonstra que a toxicidade das NPs de TiO; é influenciada por um grande
numero de fatores como as dimensdes e forma das particulas, sua area especifica,
concentragado, polidispersibilidade e diversos parametros do meio (pH/ibnico:
concentracdo e composi¢cao(JIANG et al.,, 2008; PEREIRA, 2010). Esses fatores
sozinhos ou conjugados estdo correlacionados com a biocompatibilidade (PUJALTE
et al., 2011; SCHRAND et al., 2010; WATARI et al., 2009).
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As caracteristicas mais usualmente medidas antes do inicio do estudo
toxicolégico para o TiO, sdo a medicdo do tamanho primario da particula, area de
superficie especifica, cristalinidade, morfologia e potencial zeta. O seu efeito nos
organismos € normalmente estudado através de técnicas de imagem para a
identificacdo das nanoparticulas nos organismos. O potencial zeta consiste numa
diferenca de potencial entre o plano de cisdo da camada interior e exterior da
camada elétrica dupla que envolve a particula e a concentracdo de um ponto central
(PEREIRA, 2010).

1.10.3 Propriedades fisico-quimicas das NPs e citotoxicidade

As dimensdes das particulas de TiO, sao fundamentais em relacéo a toxicidade.
Tem sido demonstrado que nanoparticulas sao capazes de promover toxicidade
mais pronunciada que microparticulas (WANG, J. et al., 2007). Deve ser
considerado que as nanoparticulas apresentam grande potencial de aglomeragéao e
agregacao e portanto é improvavel que ocorra a exposigao celular a forma isolada
das NPs (JOHNSTON et al., 2009). Alteragbes do meio como pH e forgas idGnicas
podem promover aglomeragdo ou agregagdo com efeitos biolégicos diversos.
Grassian et al 2007 demonstraram que o tamanho e a natureza dos agregados das
NPs sao fatores fundamentais na avaliagdo da toxicidade (GRASSIAN et al., 2007).
Jiang et al. (2008) concluiram que com adi¢des de sal superiores a 0,01M a
concentracdo de ions do meio mostrou-se elevada o suficiente para diminuir
significativamente a diferenga de potencial Zeta, o que levou a compressédo da
camada e consequente aglomeragao (aumento do didmetro hidrodindmico), gerando
forcas eletrostaticas repulsivas superiores as atrativas, inibindo a aglomeragéo. Por
outro lado, uma maior concentragao (0,1M) leva a forgas atrativas maiores que as
repulsivas produzindo aglomeragéao, além do aumento do didmetro das particulas. O
tempo necessario para obtencao da dispersédo das particulas, por sonicacao, foi de
cerca de 120 segundos (por sonda com poténcia 750W (20kHz), (JIANG et al.,
2008).

Em relagdo a morte celular, Hussain et al., (2010) verificaram aumento da
apoptose de células epiteliais de bronquios (16HBE140 e células primarias) quando
em contato com NPs de carbono black (13 nm) e TiO2 (15 nm) durante 72 horas,

observando que em meio fisiolégico o didmetro hidrodinamico das particulas foi
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maior do que na agua como resultado da agregacao das NPs. Os agregados das
NPs de TiO, promoveram desestabilizacdo dos lisossomos por peroxidagao, assim
como nos lipidios durante o processo de captagao (HUSSAIN et al., 2010). Em outro
estudo as NPs de TiO, ndo promoveram desestabilizacdo do potencial de membrana
mitocondrial o que ocorreu em 30 minutos com as NPs de Carbono Black. Estimulos
como ERO, TNF-a promovem a desestabilizacdo dos lisossomos levando a
liberagcdo de proteases principalmente Catepsina B que atua na clivagem de Pro-
Caspase 8, desencadeando apoptose pelos executores Caspase 3 e 7, (LEIST;
JAATTELA, 2001). As Caspases sao sensiveis ao estado redox das células e em
ambas NPs (carbono black e TiO;) o estresse oxidativo foi tempo dependente
ocorrendo protedlise e fragmentacdo do DNA. Em um outro estudo de Hussain et al.
2009, foi demonstrado que mesmo na forma de agregados os efeitos citotéxicos,
pro-inflamatérios e oxidativos das NPs dependem do tamanho e da area de
superficie das particulas primarias (HUSSAIN et al., 2009). Contudo em um estudo
de Dick et al., (2003), as NPs de TiO, foram menos potentes na indugao da resposta
inflamatdria em células pulmonares em comparagcao com niquel, cobalto ou carbono
black, apesar da similaridade da area de superficie. Esse baixo potencial foi
relacionado a sua baixa capacidade de gerar radicais livres o que aponta para uma
contribuicdo do tipo de particula e seus componentes quimicos de superficie nos

efeitos citotdxicos observados (DICK et al., 2003).

Bermudez et al., (2004) expuseram ratos a inalagdo de NPs de TiO; (21 nm)
para avaliacdo da toxicidade pulmonar. Mesmo com os aerossois formados foi
possivel detectar a presenga de agregados de particulas com 1,37 ym os quais
foram capazes de promover citotoxicidade (BERMUDEZ et al., 2004). Contudo
Grassian et al. 2007 demonstraram que em ratos NPs de TiO, com 21 nm em
aglomerados foram menos densas que as NPs com 5 nm cujos aglomerados
estavam mais compactados. Verificaram que NPs com 21 nm foram mais toxicas do
que NPs com 5 nm, apds exposicao por inalacao e instilagao intratraqueal. O estado

de aglomeragéao das particulas determinou o potencial toxico das NPs.

A maior toxicidade das NPs em relagao as particulas deve-se a uma maior area
de superficie das NPs quando administradas em dose/massa equivalente. Sager et
al., (2008) administrou NPs de TiO; por via intratraqueal em ratos e observou que

uma massa maior de microparticulas foi necessaria para promover a mesma
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resposta inflamatéria que as NPs. Contudo quando a dose de particulas
administrada foi equivalente em termos de area de superficie liberada; ambas
particulas tiveram o mesmo comportamento, 0 que sugere que o tamanho e area de
superficie sdo essenciais para promover toxicidade (SAGER; KOMMINENI;
CASTRANOVA, 2008).

Portanto o tamanho, area de superficie bem como aglomeragao/agregacao das
NPs de TiO; sdo fundamentais para sua toxicidade. A agregag¢ao/aglomeragao pode

ser limitada pelo uso de sonicacgao e detergentes.

1.104 Influéncia da superficie quimica das NPs de TiO; e citoxicidade

As propriedades da superficie das NPs de TiO; influenciam sua toxicidade. A
superficie das NPs de TiO, podem ser alteradas pela adesado/adsor¢cdo de moléculas
do meio, o0 que é conhecido como funcionalizacdo de particulas. A superficie das
NPs podem ainda ser revestidas com oxido de aluminio, silica ou aumento da
camada de O6xido. Oberddrster, (2001) demonstrou que a exposigdo pulmonar de
ratos, via intratraqueal (500ug/animal,24 horas) com TiO; (20 nm) sem revestimento
(hidrofilica) induziram menor resposta inflamatéria do que as receberam uma
cobertura de silano (hidrofébica), (OBERDORSTER, 2001). Hohr et al., (2002)
investigaram o impacto das propriedades de superficie na toxicidade.
Microparticulas (180 nm de didametro) e NPs de TiO; (20-30 nm de didametro)
revestidas e nao revestidas por metilacdo foram expostas a ratos via instilacdo
intratraqueal (1 ou 6 mg/rato) durante 16 horas. A administracdo de todas as
particulas estimulou a infiltracdo de neutréfilos com efeito mais pronunciado nos
grupos com NPs. As NPs revestidas (hidrofdbicas) demonstraram um menor
recrutamento de neutréfilos quando comparadas com as NPs nao revestidas
(hidrofilicas). Proteinas, LDH, TNF- a e MIP-2 presentes no lavado bronco-alveolar
(BAL) exibiram o mesmo padréo, mas no geral o impacto da metilagdo na superficie
de TiO2 na toxicidade foi minimo. Concluiram que a toxicidade dependia da area de
superficie das NPs e ndo do revestimento. A resposta inflamatdria das NPs foi mais

acentuada do que com microparticulas (HOHR et al., 2002)

Em outro estudo Singh et al., (2007) determinou o impacto de microparticulas
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(40-300 nm) e NPs (20-80 nm) de TiO, com superficie apresentando metilagao
(hidrofébica) e potencial de geracédo de radicais sobre células epiteliais de pulmao
(A549). As particulas foram fagocitadas em agregados independente do tamanho ou
metilacdo a captagdo das NPs ocorreu por endocitose mediada por clatrina apenas
em clusters menores que 30 nm o que pode indicar que esse fendmeno é tamanho-
dependente. A geracdo de ERO e IL-8 pelas células expostas a NPs foi maior do
que as microparticulas e nao foram afetadas pela metilagdo da superficie.
Independente do tamanho as particulas e NPs apresentavam-se de forma agregada.
As NPs foram mais toxicas(< 500nm) do que as particulas ( 2000-5000nm) apesar
de sua agregacgao, mas isto deve-se a area de superficie (SINGH et al., 2007). Rehn
et al., (2003) analisaram ratos expostos a TiO; por instilagdo intratraqueal (acima de
1,2 mg/rato) para verificar-se os efeitos citotéxicos e genotdxicos nos pulmdbes em 3,
21 e 90 dias pdés exposi¢cao. Observaram que superficies de TiO; (20nm) nao-
modificadas e aquelas revestidas com silano produziram um discreto aumento de
neutréfilos e macréfagos nos pulmdes apos 3 dias e ndo houve produgao de TNF-a.
Nao houve efeito genotdxico com TiO,, mas ao contrario o quartzo produziu resposta
inflamatdria progressiva com genotoxicidade associada (REHN et al., 2003). Deve-
se considerar que a modificagcao da superficie das NPs é capaz de influenciar sua
toxicidade. Entretanto é provavel que isso ocorra pelas modificacbes e pelo tipo
celular empregado (JOHNSTON et al., 2009)

1.10.5 Influéncia da forma cristalina e toxicidade das NPs de TiO,

O TiO; existe em trés fases cristalinas, rutilo, anatase e brookita (HASEGAWA
et al., 2001). As duas formas mais utilizadas sao anatase e rutilo, as quais variam
conforme sua estrutura cristalina e propriedades de superficie, responsaveis pela
diferenca de citotoxicidade. A forma anatase tem se mostrado mais toxica (WANG et
al., 2008). A fotoatividade do TiO, também depende da fase do cristal, bem como as
caracteristicas das particulas. Anatase tem a capacidade de gerar ERO pela
exposicao a luz (propriedades fotocataliticas). Independente da escala TiO, mantém
suas habilidades fotocataliticas e em adicdo, a reatividade da superficie promove
interagbes com moléculas bioldgicas como proteinas fosforiladas e peptideos
(LARSEN et al., 2006) bem como ADN (BROWN et al., 2008).

Sayes et al., (2006) avaliaram in vitro a toxicidade do TiO, anatase (10 nm),
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rutilo (5 nm) ou anatase/rutilo (3 nm) em células epiteliais A549 e fibroblastos HDF, a
uma concentragao de 3 pg/ml a 30 mg/ml, 48 horas. As particulas anatase foram as
mais toxicas, enquanto rutilo foram as menos téxicas. Paralelamente houve
expressao de IL-8 nas células. As NPs deTiO; estimularam a geracdo de ERO e a
fotoatividade foi maior nas particulas anatase. As propriedades quimicas de
superficie do rutilo foram menos reativas apesar de possuir area de superficie
relativamente grande (112 m?%g), em relagdo a anatase que tinha area de superficie
maior (153 m?/g). Os resultados demonstraram que a habilidade do TiO, de gerar
ERO, regula seu potencial citotoxico e inflamatério em razdo da sua estrutura
cristalina e, portanto, a toxicidade nido é determinada exclusivamente pela area de
superficie. As NPs rutilo tiveram grande aglomeracgao e isto pode explicar também a
baixa toxicidade. A conclusido é que as NPs anatase tiveram potencial toxico maior
que rutilo (SAYES et al.,, 2006). Entretanto, Pan et al.,, (2009) investigaram a
toxicidade de NPs de TiO, em fibroblastos humanos. As NPs rutilo ndo revestidas
(15 nm), polimero de rutilo TiO, ou anatase nao revestidas (200 nm) foram expostas
a células por até 11 dias, com concentracdo de 0.8 mg/mL. As NPs rutilo néo
revestidas promoveram alteracbes morfolégicas celulares com alongamento e
diminuicdo da area, e nao aderiram na superficie de cultura. A forma anatase
promoveu os maiores danos celulares com alteracées morfoldgicas severas, ruptura
dos filamentos de actina e da membrana celular. A forma rutilo ndo alterou a
viabilidade celular, mas apresentou baixa taxa de proliferacdo. Essas particulas
(rutilo) foram internalizadas no interior de vesiculas no citoplasma. Por sua vez a
forma anatase também foi internalizada pelas células e teve acesso ao nucleo. A
producdao de H,O, e ERO pelas células foi maior com NPs anatase. Anatase
promoveu maior dano celular que rutilo. As particulas revestidas ndo tornaram-se
evidentes na superficie celular ou no interior das células. Assim, revestimento aboliu
a toxicidade das particulas, impediu a internalizacdo das mesmas, nao ocorrendo
alteracao das fungdes celulares. Portanto, o revestimento das particulas foi capaz de

modificar a toxicidade das mesmas (PAN et al., 2009).
1.10.6 Genotoxicidade

Os dados relativos aos efeitos genotdxicos das NPs de TiO, sédo conflitantes na
literatura. Diferentes estudos relatam formacédo de micronucleos (RAHMAN et al.,
2002), presencga de células multinucleadas (WANG; SANDERSON; WANG, 2007)
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fragmentacao inter-nucleosomal, fragmentacdo e dano ao ADN (KANG, S. et al.,
2008a), aumento na frequéncia de cromosomos aberrantes (NAKAGAWA et al.,
1997). Xu et al., (2009) demonstraram que NPs de TiO; e Cgo foram captados por
fibroblastos primarios de ratos e promoveram aumento na frequéncia de mutagcao
por delecdo de pares (XU et al.,, 2009). Entretanto, Bhattacharya et al., (2009)
relataram aumento na formagdo de adutos mas auséncia de dano ao ADN. Um
aduto (do latim adductus, "atraido") € o produto da adi¢cdo direta de duas ou mais
moléculas diferentes, resultando em um unico produto de reagao contendo todos os
atomos de todos os componentes iniciais. A presenca de adutos pode induzir a erros
de replicagdo do DNA e subsequente mutagédo genética e/ou formagao de um tumor
carcinogénico (BHATTACHARYA et al., 2009). As bases de ADN apresentam alta
densidade eletrbnica, atraindo as moléculas eletrofilicas carcinogénicas
(provenientes do ar,alimentos, metais), as quais acabam se ligando geralmente a
guanina ou outras bases levando a formac¢ao de adutos. Sendo formados no ADN
através de mecanismos quimicos especificos, tais adutos podem levar a mutacoes
em proto-oncogenes ou em genes supressores de tumor e iniciar o processo de
carcinogénese (COOKE, 2003). Da mesma forma outros estudos n&o correlacionam
efeitos genotéxicos(dano ao ADN) com as NPs de TiO, (HACKENBERG et al.,
2010), aberragbes cromossdmicas (WARHEIT et al., 2007), e geracdao de
micronucleos com ou sem irradiacdo UV (LINNAINMAA; KIVIPENSAS; VAINIO,
1997).

Esses dados conflitantes ndo revelam uma clara correlagcdo entre
genotoxicidade e as caracteristicas das NPs de TiO,. Deve-se considerar por isso as
diferentes linhagens celulares e NPs de TiO, utilizados nos estudos, bem como os
objetivos estipulados e os ensaios realizados. Os dados da literatura sugerem que
cuidados devem ser adotados ao considerar parametros como radiacdo UV e
superficie quimica das NPs a qual tem efeitos sinérgicos na indugado de alteragdes
genotdxicas. Outrossim, outros estudos s&o necessarios para elucidar o papel
genotoéxico das NPs de TiO; (IAVICOLI et al., 2012).
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1.10.7 Citotoxicidade de particulas e NPs de TiO, em neutréfilos

Em geral, a toxicidade promovida por particulas e NPs de TiO, em neutrdfilos é
tamanho-dependente. Kumazawa et al., (2002) compararam a citotoxicidade de
TiO2, Vanadio e Niquel em solu¢cdo de HBSS (2 e 10 ppm) e particulados (1, 3 e 10
pMm) em neutréfilos humanos . As particulas de niquel tinham 200nm e as taxas de
viabilidade celular foram similares entre Titanio, Vanadio ou controles em solucdes
com concentragdes de 2 e 10 ppm enquanto no niquel os niveis de LDH(Lactato
desidrogenase) aumentaram significativamente, demonstrando a elevada
citotoxicidade com ruptura da membrana celular. Neste estudo as fungdes celulares
foram medidas pela producédo de anion superéxido e TNF-a. A producido de anion
superoéxido teve aumento significativo para TiO, e Vanadio em relagao aos controles
indicando estimulo a membrana celular, mas observaram que in vivo a continua
producdo podera desencadear dano a ADN. Especificamente em relacido a
citoxicidade de TiO, a produgao de TNF-a ocorreu nas particulas de 1 € 3 ym (TNF-
a € produzida quando as particulas sao internalizadas pelos PMNs), promovendo
ativacao dos neutrdfilos. Os autores observam em seu estudo que o aumento em
TNF-a ndo foi causado por ions de titanio mas principalmente por particulas maiores
que 450 nm. Assim, a citotoxicidade das particulas foi tamanho dependente
(KUMAZAWA et al., 2002).

Tamura et al., (2002) investigaram a toxicidade de particulas de TiO, ( 2, 10, 45,
150 um) e Niquel ( 400 nm e 5 ym) em solugdo com concentragdo de 2000 ug/mL
em neutréfilos humanos. Foi realizada analise funcional bioquimica e observacdes
da morfologia celular com microscopia de varredura e estudo histolégico em ratos.
Todos os resultados de taxa de viabilidade celular, produgao de LDH, superéxido e
liberacdo de TNF-a, IL-1B demonstraram que a citotoxicidade foi tamanho-
dependente. A liberagdo de TNF-a e IL-18 aumentou significativamente nas
solugdes com TiO, com 2 um as quais foram fagocitadas pelos neutréfilos. As
imagens de microscopia de varredura mostraram alteragdo da morfologia em
neutréfilos em particulas de 2 ym e pouca alteragao na particulas maiores ( 10, 45,
150 um). TNF-a e IL-1B foram liberadas quanto as particulas foram internalizadas

pelos neutrofilos, promovendo estimulagdo e desencadeando a cascata de
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inflamacédo. A produgdo de anion superoxido aumentou significativamente nas
particulas com 2 ym aumentando a toxicidade e risco de dano ao ADN. Os
neutréfilos fagocitaram somente particulas menores que as células (tamanho dos
neutréfilos: 5-10 pm). As particulas maiores de TiO, tiveram comportamento de
biocompatibilidade. Por outro lado as particulas de niquel produziram pequenas
niveis de anion superoxido, provavelmente pela baixa taxa de viabilidade celular em
razao do rompimento da membrana celular sendo altamente citotdéxicos por sua
dissolucdo idnica e secundariamente pelo efeito das dimensdes das particulas
(TAMURA et al., 2002).

Da mesma forma, a avaliagdo da viabilidade celular por Tamura et al., (2004)
evidenciaram decréscimo nas taxas quando diminuiu o tamanho das particulas
(efeito- tamanho de particulas). Demonstraram que neutréfilos estimulados por
particulas de 3 ym ou menores mostraram a maior producdo de anion superoxido
com possibilidade de desencadear a cascata inflamatéria e promover injurias aos
tecidos adjacentes. Quando essas células entram em contato com particulas de 3
Mm ou menores demonstraram grande produgao de anion superdxido, assim como a
expressao de TNF-alfa e IL-1beta. As imagens por microscopia eletrbnica revelaram
alteragcdes degenerativas na morfologia dos neutréfilos com pseuddpodes e
nanoparticulas de TiO, de 50 nm e nanotubos de carbono fagocitadas no citoplasma
(TAMURA et al., 2004). Paralelamente, os materiais em nanoescala podem induzir
reacdes nao-especificas em células e tecidos produzindo o fendmeno da converséo
das fungbes. Assim o tamanho das particulas torna-se biointerativo abaixo do
tamanho das células, aproximadamente 10 ym ou menores e pode levar a
conversado das fungdes nos processos biologicos (WATARI et al.,, 2007). Deve-se
considerar que nanomateriais sao classificados como aqueles com escala de 1-100
nm em pelo menos uma das dimensdes (GRASSIAN et al., 2007; HAMILTON et al.,
2009; HUANG et al., 2010). Entretanto Watari et al., (2009) demonstraram que os
tamanhos criticos da biointeratividade dos nanomateriais inicia-se abaixo de 10 ym e
que podem invadir as unidades do organismo abaixo de 200 nm (tipicamente abaixo
de 50 nm) levando a falhas do sistema imunolégico em reconhecer as NPs (WATARI
et al., 2009).

Estudo in vitro de Gongalves et al., (2010), com neutréfilos demonstrou que

nanoparticulas de éxido de Titdnio em concentragdes maiores ou iguais a 20 ug/mL
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nao promoveram necrose celular apés 24 horas de incubagdo, mas induziram
alteragdes morfolégicas indicando ativacéo e expressao de fosforilagdo da tirosina
nas enzimas p38 MAPK e Erk-1/2. Esse estudo observou grande expressao de
citocinas como IL-8 de neutréfilos (GONCALVES et al., 2010). Comparativamente
Kang et al., (2008) relataram a geragcdo de EROs com dano ao ADN em linfécitos
tratados com NPs de TiO,, induzindo ativagao de p53. Essa proteina ativa outras
proteinas ligadas ao reparo de ADN e quando n&o for possivel o reparo, induz
apoptose celular. A familia de proteinas MAPK (JNK1-3, ERK1-2, p38 MAPK)
envolvidas em estresse celular, dano a membrana,choque osmoptico , heat shock e
outro grupo de cinases (ATR, ATM, CHK1 and CHK2, DNA-PK, CAK, TP53RK)
envolvidas na avaliagdo da integridade do genoma, direcionam o dominio de
transcricdo para p53 (KANG, S. et al., 2008b; SCOWN, 2009).

1.10.8 Citotoxicidade das NPs de TiO, e apoptose de neutrdfilos

Os neutréfilos em situagdes normais morrem por apoptose, a morte celular
programada (WALKER et al., 2005). A rapida remogao de neutrofilos que sofreram
apoptose por macrofagos é crucial para a resolugdo dos processos inflamatérios,
incluindo a ativacado de diferentes mecanismos anti-inflamatérios que suspendem o
recrutamento de novas células imunes, citocinas pro-inflamatérias e as vias
antiapoptoticas promovendo o reparo tecidual (PICHERT et al., 2012). Deve ser
considerado ainda, que a presenca de fosfatidilserina na superficie das células
apoptoticas desempenha um papel fundamental no seu reconhecimento pelos
macrofagos (KOOPMAN et al.,, 1994). As caracteristicas da apoptose incluem a
manutengdo da integridade da membrana, agregagcdo e marginalizacdo da
cromatina, diminuicdo do volume citoplasmatico, condensagao celular e do nucleo,
fragmentacdo da célula em corpos apoptéticos e aumento da permeabilidade
mitocondrial (DARZYNKIEWICZ et al.,, 1997). Conforme exposto anteriormente, a
apoptose é induzida pela liberacdo de constituintes mitocondriais ou por sinalizagao
via receptores de morte. Caspases sao ativadas e iniciam a degradacao de
moléculas do citoesqueleto, DNA e outras estruturas celulares. Como resultado

temos numerosas vesiculas apoptdéticas sem a liberagcédo dos constituintes internos.
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A cascata de apoptose € controlada por fosfatidilinositol 3-cinase, pela proteina
cinase B, Gene A1 e Mcl-1 que impedem a ativacdo da caspase (DZHAGALOV;
JOHN; HE,2007; SIMON, 2003). Por outro lado, nos neutréfilos a via antiapoptética é
ativada pela sinalizagdo de microorganismos, GM-CSF ou corpos estranhos como o
TiO2 (GONCALVES; LIZ; GIRARD, 2011, MOISAN; KOUASSI; GIRARD, 2003).

O TiO; é considerado nao fibrogénico (formagao de granulomas) sendo utilizado
como controle negativo em estudos experimentais sobre toxicidade de particulas
(WANG, et al., 2002b). Suas particulas em baixas doses, sao insoluveis e podem
persistir , por exemplo nos pulmdes por um longo periodo com baixa toxicidade bem
como nos tecidos ndo causando inflamacéo persistente (OBERDORSTER; COX;
GELEIN, 1997). Nesses casos a resolugao da inflamagao tem sido relacionada a
apoptose (COX, 1996). Entretanto, em condigdes normais os neutréfilos sofrem
apoptose sem estimulagdo, mantendo seu numero estavel em individuos saudaveis.
Foi demonstrado que o estimulo de nanoparticulas de TiO, em concentracdo igual
ou maior que 20 ug/mL teve um efeito anti-apoptético tempo-dependente sobre
neutréfilos humanos in vitro,durante 24 horas (GONCALVES et al., 2010). Da
mesma forma quando utilizada uma concentracédo de 200 ug/mL né&o foi observada
apoptose (HEDENBORG, 1988). De outro modo, a instilagao traqueal de pequenas
doses de nanoparticulas de TiO; (2,5 mg/0,5 mL) em ratos promoveu uma rapida
inducdo da apoptose em neutrdfilos de alvéolos pulmonares, o que levou a
resolugcdo do processo inflamatério pulmonar induzido pelo metal (WANG, et al.,
2002a). Comparativamente, em outras linhagens celulares como células
monoblastéides humanas U937 a interagdo de nanoparticulas de TiO, em
suspensao (<100nm) promoveu modificagdes celulares apoptéticas e necroticas
(VAMANU; CIMPAN; et al., 2008). No estudo anteriormente citado, de Gongalves e
colaboradores (2010) o efeito anti-apoptético em neutréfilos foi correlacionado a
eventos de rapida fosforilacdo com a expressao de duas MAPCinases, ERK-1/2 e
p38, envolvidas na regulagédo da apoptose (GONCALVES et al., 2010).

A familia de proteinas cinase ativadas por mitégenos (MAPK) desempenham
importante papel na regulagao da sobrevivéncia celular (REDDY; NABHA;
ATANASKOVA, 2003; WIDMANN et al., 1999). Ela é composta de trés conjuntos de
proteinas: cinase receptora extracelular(ERK) ligada a proliferacao, diferenciacéo e

sobrevivéncia celular e as proteinas p38-MAPK e c-JUN N- proteina cinase terminal
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ativada por estresse (JNK/SAPK), que séo ativadas em resposta a choque térmico
(heat shock), hiper-osmolaridade, radiagao UV, inibidores de sintese de proteinas ou
citocinas inflamatérias, e suas funcdes estao relacionadas com respostas a sinais
inflamatodrios e estresse (WIDMANN et al., 1999). Suzuki e colaboradores afirmaram
que ERK e p38 MAPK estao relacionadas a produgao de anion superdxido e adesao
em neutrofilos estimulados por TNF e G-CSF. Essas proteinas sao clivadas e
degradadas durante a apoptose de PMNs dependente de caspases e concluiram
que isso pode levar a respostas deficientes a estimulos por citocinas inflamatdrias. A
deficiéncia na resposta por neutréfilos apoptéticos € fisiologicamente importante por
prevenir dano tecidual excessivo ou indesejavel (SUZUKI et al., 2001).
Comparativamente Kang e colaboradores (2009) observaram que nanoparticulas de
TiO, ativaram p38 e JNK em linfocitos, desencadeando via apoptética que envolveu
caspase-8/Bid, caspase-9, caspase-3 e poli(ADP-ribose) polimerase (PARP). PARP
atua na deteccéao e reparo do DNA, sendo clivado por caspase-3 e caspase- 7
(KANG, S. et al., 2009). Quando células epiteliais de brédnquios (16HBE140 e
primarias) foram incubadas com NPs de TiO; (15nm) e de Carbono Black (CB),
(13nm), distintas vias de apoptose foram observadas. Ambas NPs (TiO; e CB)
promoveram apoptose por ativagdo de caspases e fragmentagdo do DNA. Enquanto
CB promoveu desestabilizagao do potencial de membrana mitocondrial com ativacao
de BAX e liberagao do citocromo ¢ da mitocéndria, as NPs de TiO, promoveram
peroxidacao de lipidios, desestabilizacdo da membrana do lisossomo levando a
liberacdo de catepsina B e subsequente ativagao de caspases e os demais eventos
de apoptose (Figura 3), (HUSSAIN et al., 2010).
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Figura 3- Esquema de vias de apoptose por NPs de TiO;
TiO, promove apoptose por peroxidagao de lipidios, desestabilizagdo da membrana
do lisossomo com liberagao de catepsina B e subsequente ativagdo de caspases e

fragmentacao do DNA, Hussain et al, 2010.
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1.1 Métodos para a Avaliagao da Ativacao dos Neutrofilos
1.11.1 Citometria de Fluxo

Essa tecnologia € usada para analise simultdnea multiparamétrica das
propriedades fisicas e quimicas de células e organelas celulares, que fluem em uma
suspensao celular hidrodindmica por segundo.

Os citdmetros de fluxo, como sdo chamados os equipamentos utilizados para
esse fim, tém como principio basico aspirar células ou particulas de uma suspensao
previamente preparada e for¢a-las a passar por uma camara especial ( flow cell) que
faz com que as células fiquem envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de
liquido (sheath fluid) e saiam dessa camara uma atras da outra de modo que uma
unica célula seja interceptada pelo laser (FULWYLER, 1965). Uma vez interceptada
pelo laser, dois tipos de fenbmenos fisicos ocorrem e fornecem informacdes da
célula. Primeiro, uma parte da luz é espalhada (scatter) de acordo com as
caracteristicas morfologicas e estruturais da célula. O Forward Scatter Cell (FS) se
relaciona com o tamanho e o Side Scatter Cell (SSC) com a granularidade da célula
ou particula. Segundo, as células previamente coradas com fluorocromos, uma vez
excitadas pelo laser, emitem luz de acordo com suas caracteristicas fluorescentes e
sao utilizadas para se examinar aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das
células (BERTHO; SANTIAGO; COUTINHO, 2000; CORTE-REAL et al., 2002).

Essa técnica tem sido utilizada amplamente para avaliar a atividade fagocitica de
macrofagos e neutréfilos e producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO),
(BASSO; LAERUM; SOLBERG, 1983). A explosao respiratéria nos neutréfilos gera
ERO pelo sistema NADPH oxidase com a producao de anion superoxido e peroxido
de hidrogénio que tem a capacidade de reduzir ou oxidar substratos em produtos
fluorescentes (ROOTS; METCALF, 1977). A Dihidrorodamina 1,2,3 apds penetrar no
Citossol é reduzida a um composto fluorescente,a rodamina, e as células
fluorescentes sao entado contadas e quantificadas pela citometria de fluxo (ROTHE et
al.,, 1991). Marcadores de membrana especificos, como CD-32 que n&o séao
expressos por eosinofilos podem ser usados para separar neutrofilos de eosindfilos.
A citometria de fluxo pode ainda avaliar a heterogenicidade de uma populagéo
celular e facilitar a identificagao e caracterizagao de um compartimento subcelular e
de uma subpopulagdo (CONKLYN; NEOTE; SHOWELL, 1996).
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1.11.2 Teste do Nitroblue Tetrazolium (NBT)

Outro método de controle da ativagao celular é representado pelo teste de
Reducao do NBT, através da mensuragéo da reagéo entre o radical superoxido e o
NBT, formando o precipitado de Formazan. A contagem é feita por visualizagao
direta de granulos com coloragcédo azulada ou enegrecida consequente a redugéao do
NBT, intra-citoplasmatica ao microscépio optico (Figura 4). A redugcdo do NBT pode
ser utilizada como marcador indireto da atividade de fagocitose pelos neutréfilos e
mondcitos. O NBT é um corante com baixo potencial redutor mas que produz um
produto intensamente corado quando reduzido, o Formazan. O NBT é facilmente
captado pelos neutrofilos e é reduzido no interior da mitocéndria (DUBANIEWICZ;
DUBANIEWICZ; HOPPE, 2004; LATIFYNIA et al., 2009).

Baehner & Nathan(1967) foram os primeiros a observar que o corante NBT foi
reduzido em neutréfilos e que houve aumento dessa redugao durante a fagocitose.
Os neutrdfilos de pacientes com Doenga Granulomatosa Crénica da Infancia
(CGDC) apresentaram pequenas taxas de redugdo do corante, na presenga ou
auséncia de estimulo de fagocitose (BAEHNER; NATHAN, 1968; SEGAL; LEVI,
1975) (SEGAL; LEVI, 1975).

H

Figura 4- Caracteristica da ativagdo do neutrdéfilo pelo NBT por microscopia de

luz.
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1.12 Microscopias

1.12.1. Microscopia de Luz

A microscopia Optica ou de luz tem sido utilizada em varios experimentos para
andlise de tecidos e células , em imunologia , inflamacdo BIER ( 1990);
(FERREIRA; LORENZI; NETO, 1996; OPPENHEIM; SHEVACH, 1990). Os PMN
neutréfilos podem ser analisados por M.O. para a contagem e viabilidade celular em
experimentos laboratoriais(GABRILOVICH, 2005) ou em ensaios de quimiotaxia e
quimiocinese (SMITH et al., 2007), polaridade e locomog¢ao (SEVEAU et al., 2000),
ativagao, polarizagédo e migracdo (SENGUPTA et al., 2006).

1.12.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O Microscopio eletrénico de varredura € um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observacdo e analise das caracteristicas microestruturais. Um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no lugar de
fétons utilizados em um microscépio 6ptico convencional, o que permite solucionar o

problema de resolugdo com a fonte de luz branca (DEDAVID et al., 2007).

Apresenta como caracteristica a alta resolucdo onde estruturas da ordem de
nandmetros (1 nm a 20 nm) podem ser analisados pelo MEV com uma aparéncia
tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de
campo (WATT, 1997).

O principio de um microscoépio eletrénico de varredura consiste em utilizar um
feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto
a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica

cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente.

A andlise por M.E.V. permite avaliar a estrutura morfolégica dos neutrdfilos,
caracterizando sua superficie tanto no estado quiescente (TAMURA et al., 2002)
qguanto no estado ativado (TOMCZOK et al., 1996).
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1.12.3 Microanalise por dispersdo de RX

A microanalise eletrénica elementar por dispersdo de RX consiste na medida de
raios-X caracteristicos emitidos de uma regido microscépica da amostra
bombardeada por um feixe de elétrons. As linhas de raios-X caracteristicos sao
especificas do numero atbmico da amostra e o seu comprimento de onda ou sua
energia podem ser utilizados para identificar o elemento que esta emitindo a
radiacdo. Espectros de raios-X podem ser obtidos para todos os elementos da

tabela periddica, com excegao do hidrogénio.

O detector de raios-X e o MEV sao concepgbes alternativas de projeto do
mesmo instrumento basico, isto €, partem do mesmo principio fisico para resultados
diferenciados. A analise por Dispersdo de RX (EDS) permite a obtencdo de
Espectros de raios-X que determinam os elementos quimicos presentes nas
amostras de determinado neutrdfilo, principalmente quando os PMNs interagem com
NPs ou particulas de metais como TiO, (KUMAZAWA et al., 2002; WATARI et al.,
2009)

1.12.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Consiste de uma uma técnica de microscopia na qual um feixe de elétrons é
emitido em dire¢do a uma amostra ultrafina, interagindo com essa amostra enquanto
a atravessa. A interacao dos elétrons transmitidos através da amostra forma uma
imagem que é ampliada e focada em um dispositivo de imagem que é a seguir
gravada. capacidade de aumento util de até um milhdo de vezes permite a
visualizagdo de moléculas organicas, como o DNA, RNA e algumas proteinas
(GLAESER, 2008). Experimentos com microscopios (200kV) com resolugao pontual
de 0,24 nm ja conseguem imagens reconstruidas proximas a 0,14 nm (COENE et
al., 1992). O emprego de substancias que contém atomos pesados, como ésmio,
chumbo e uranio permitem obter um contraste entre as estruturas celulares,
contribuindo para uma melhor imagem. Esse € um aspecto importante pela
possibilidade da formacéao e superposicédo de artefatos na imagem, principalmente,
quando trabalha-se com nanoparticulas metalicas, objeto de estudo desta tese
(SWARTZENDRUBER et al., 1995). Além da avaliagdo morfoldgica celular, essa
técnica permite, a analise ultraestrutural (subcelular) de neutréfilos (granulos e
vesiculas) expostos a PMA ou outros estimuladores (ROBINSON, 1985; SAITO et
al., 1998; VALANT ; DROBNE, 2011).



64

1.12.5 Microscopia de Forga Atébmica

E uma técnica microscopica de varredura da topografia de superficies utilizando

forcas de interagcdo atrativas e repulsivas entre os atomos de uma ponteira ou
sonda acoplada a um cantilever e a amostra a ser analisada.
Os métodos mais comuns para detectar deflexdes do cantilever sdo o método de
alavanca Optica, o método interferométrico, e o método de encapsulamento
eletrénico. O método o6ptico de alavanca é o mais utilizado, uma vez que € o mais
simples de implementar. Consiste em focar um feixe de laser sobre o lado de tras
do brago de suporte e na detecgao do feixe refletido por meio de um sensor de
posicdo, que é geralmente um fotodiodo (STARK et al., 2003). As ponteiras
(sondas, pontas) mais utilizadas atualmente, sao de silicone ou nitreto de silicio
(TORTONESE, 1997). As forcas interativas entre a ponteira e amostra podem ser:
van der Waals, eletrostaticas, forgas de Coulomb, for¢as de dupla-camada (double-
layer), forcas de solvatacado/hidratacdo, forcas especificas e estéricas, forgas
capilares e forgcas repulsivas. As forcas atrativas sido representadas por forcas
interativas de van der Waals, forgcas eletrostaticas e quimicas(modelos tedricos:
potencial de Morse, potencial de Stillinger—Weber e potencial de Tersoff), (SEO;
JHE, 2008). Por outro lado, as interagdes sao repulsivas devido a repulsao entre os
orbitais eletronicos dos atomos da superficie da amostra e os da ponta do
microscopio de forgca atbmica (forcas delLennard—Jones, forgcas de Morse,
interagcbes de exclusdo de Pauli, interacdo elétron-elétron de Coulomb),
(CAPPELLA; DIETLER, 1999). A for¢a anula-se quando a distancia entre os atomos
€ da ordem de alguns angstroms (caracteristica de uma unido quimica), (COSTA,;
CHINAGLIA, 2010; GIESSIBL, 2003; SEO; JHE, 2008). Existem trés modos basicos
de operacdo no microscopio de forca atdbmica: contato, ndo-contato e dinamico .
Para o estudo dos trés modos basicos de operacdo nesse microscopio as
referéncias a seguir podem ser consultadas (ALESSANDRINI; FACCI, 2005;
BRAGA; RICCI, 2003 ; SEO; JHE, 2008; COSTA; CHINAGLIA, 2010, MARTIN;
WILLIAMS; WICKRAMASINGHE, 1987, SEO; JHE, 2008).

O Microscépio de Forga Atdmica opera do seguinte modo: a amostra, fixada em
um disco metalico, € presa por um imé& sobre um bloco de cerdmica piezoelétrica,
com uma precisa capacidade de movimentagdo. Um cantilever (haste), (dimensdes:

30 ym x1 pym x100 um), (SEO; JHE, 2008) com a ponta de prova em uma de suas
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extremidades se aproxima da amostra. A base de ceramica piezoelétrica movimenta
a amostra, e a interacdo ponta-superficie da amostra faz com que o cantilever
flexione para cima ou para baixo seguindo os contornos da superficie analisada.
Através de um sistema de retroalimentacdo, a forca de interacdo €& mantida
constante. O deslocamento vertical (eixo Z) do cantilever é virtualmente igual a
morfologia da superficie da amostra sob a ponta(FOK; TANG, 2008). Um feixe de
laser incide na parte superior do cantilever, sendo refletido até um sensor (fotodiodo)
que detecta os movimentos. Um esquema basico de operacdo de um MFA esta
representado na Figura 5.

Uma unidade de controle, conectada ao microscopio e a um microcomputador,
processa as informagdes e gera imagens tridimensionais com resolugao
nanométrica (2nm no plano xy e 0,1nm na dire¢do z). O preparo das amostras é
muito simples, sem qualquer procedimento especial, podendo ser varridas em meio
gasoso ou liquido (BRAGA; RICCI, 2003 ; COSTA; CHINAGLIA, 2010).

Figura 5- Esquema de operacdo de um MFA: A base de ceramica movimenta-se
(direcao XY). 1-Laser diodo; 2- cantilever; 3-espelho; 4- fotodetector (sensivel a
posicao); 5- parte eletrbnica e 6- base de ceramica com amostra. Modificado de
Braga, Ricci (2003), (BRAGA; RICCI, 2003).

1.12.5.1 Espectroscopia de Forca Atdmica

Em Microscopia de Forgca Atbmica o estudo da relacio entre forca e a distancia
chama-se espectroscopia de forca. A técnica mede a forga (atrativa ou repulsiva)

local que atua na ponteira ou sonda exercida por uma amostra com resolugao
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espacial em escala nanométrica. Enquanto a microscopia de forca atdmica obtém
imagens pela varredura da superficie da amostra na diregdo XY, a espectroscopia
de forca é realizada pela aproximagdo e retragdo da ponteira (ou amostra) na
diregao Z (vertical), (HAN; SERRY, 2008). A curva de distancia—forca € um gréfico
da interacdo ponteira-amostra versus a distdncia  ponteira—amostra.
Experimentalmente, mede-se a deflexdo zc do cantilever como fungdo do movimento
za da amostra na direcdo z, perpendicular a superficie da amostra, obtendo-se
assim um gréafico zc(za). A forca F € entdo obtida multiplicando a deflexdo do

cantilever pela constante de mola k.

F=kzc.

Desprezando deformacgdes elasticas da amostra e da ponteira, em especial no
regime de contato, a distancia d de interacdo entre a ponteira e a amostra, é dada

por:

d=zc-za.

Portanto, os graficos zc(za) medidos, podem ser diretamente traduzidos em

curvas forca-distancia.

Em uma representagdo grafica experimental de zc(za), isto é, da aproximagao

ponteira- amostra, para uma dada forga F(s).

FinM|l — -

Ze |4

Figura 6- Deflexao do cantilever em fungado do movimento vertical da amostra.
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Quando a amostra se aproxima da extremidade do cantilever, este se dobra na
diregdo da amostra (zc negativo) devido a forga atrativa (sinal negativo). No ponto 1,
o gradiente da forga atrativa supera a constante k do cantilever, o que leva a uma
instabilidade que resulta em um pulo ao contato, no ponto 2. A maior deflexdo do
cantilever na direcao para a frente no ponto 1, multiplicada pela constante de mola, é
a maxima forga atrativa F, existente no sistema. Se a amostra continua a ser
movida na dire¢ao da ponteira até atingir uma forga de carga F. predeterminada, o
cantilever sente as forcas repulsivas do contato e se flexiona na direcdo contraria a
anterior. A inversao da diregdo do movimento da amostra, ou seja, a amostra se
afasta da ponteira, chega um momento em que a diregdo do movimento do
cantilever também muda. Nessa volta, no ponto 3, ocorre uma segunda instabilidade
pois o gradiente de forgca novamente iguala a constante efetiva de mola e a ponteira
pula para fora do contato. O ponto 3, portanto, corresponde a posi¢cao de maxima
forca Foq de adesdo. Em geral, o médulo da maxima for¢ga adesiva no ponto 3 é
maior que o moédulo da maxima forga atrativa no ponto 2 (Figura 6), (COSTA,;
CHINAGLIA, 2010; OWEN, 2006).

A deflexdo do cantilever em conjunto com a penetragao da ponteira na amostra
mantém a complexa resposta mecanica do complexo cantilever—-amostra, os quais
sao representados por modelos mecanicos sendo o de Hertz mais utilizado, ou por
mecanica de contato de Sneddon. O modelo de Hertz descreve a deformacéao
elastica de dois materiais perfeitamente homogéneos e flexiveis que estdo em
contato. Outro modelo usado para estudar propriedades celulares elasticas através
dos dados da espectroscopia de forgca € o da teoria de conchas elasticas (A-
HASSAN et al.,, 1998). Entre outros modelos tedricos usados na analise das
caracteristicas mecanicas da célula ainda pode ser mencionado o modelo do
elemento finito (OHASHI et al., 2002). As potenciais aplicagbes da espectroscopia
de forgca incluem a caracterizagdo de moléculas especificas sob carga de tensédo ou
torcdo, interagdes células-célula (OWEN, 2006; SMITH, 2004), e interagcbes de
superficies com moléculas (STARODUBTSEVA et al., 2007).

A espectroscopia de forga (analise de curva de forga) é a técnica basica de AFM
para o estudo quantitativo das caracteristicas mecanicas das células e tecidos.
Analises da superficie celular por técnicas de AFM podem revelar heterogeneidades

de propriedades mecanicas da superficie a nivel nano e também das camadas
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internas. A resolugdo do AFM, ao ar ambiente, na direcdo vertical é de
aproximadamente 0,1-0,5 nm e na direcdo horizontal de 1-5 nm, dependendo da
dureza da amostra. A resolugao horizontal pode ser resolvida em células vivas em
meio aquoso numa faixa no nivel de dezenas de nanometros de acordo com a
textura da membrana celular. A sensibilidade e resolugdo do método de AFM
dependem tanto das caracteristicas da ponta quanto do cantilever ( por ex. raio,
forma e material). A espessura da membrana celular € conhecida em torno de 5-10
nm, ao analisar a sua heterogeneidade pelas técnicas de AFM é possivel criar a
figura da estrutura celular em certas regides numa célula individual
(ALESSANDRINI; FACCI, 2005; KUZNETSOVA et al., 2007).

Evidenciando-se as propriedades mecanicas dos neutrofilos verifica-se que ao
longo dos anos varias técnicas foram utilizadas para esses fim, como aspiragao com
micropipetas (HE; XU; ZHU, 2007; HOCHMUTH, 2000) e citometria de torgao
magnética (MTC), (FABRY et al., 2003). Entretanto, a nanoindentagdo permite
investigar as propriedades mecanicas da superficie celular em escala nanométrica
(HAN; SERRY, 2008). A forga de curva representa a base para estimativa do moédulo
de Young (elasticidade) da célula. As células apresentam uma caracteristica
mecanica heterogénia por sua composicdo com membrana celular e organelas
intracelulares (KUZNETSOVA et al., 2007; SMITH, 2004), como a maior rigidez
apresentada pelo nucleo em células endoteliais de veias umbilicais (MATHUR,;
TRUSKEY; REICHERT, 2000).

A reologia dos neutrdfilos foi investigada por Lee et. al.,, (2011) os quais
demostraram que o corpo dos neutrdfilos foi significativamente mais rigido do que as
regides proximas da lamelipddia, enquanto as regides especificas da lamelipddia e
da uropddia foram mecanicamente indistinguiveis, sugerindo que um menor modulo
de elasticidade na lamelipddia favorece a flutuacao elastica dos filamentos de actina
levando a ativa protrusdo durante a resposta imune (LEE; PATEL; PARK, 2011).
Rosenbluth et al., (2006) comparando neutréfilos, células mieldides (HL60) e
linféides (Jurkat), relataram que existe um efeito significativo do tipo de célula quanto
a rigidez. Os neutrdfilos foram significativamente mais flexiveis do que as células
HL60 e significativamente mais rigidas do que as células Jurkat (ROSENBLUTH,;
LAM; FLETCHER, 2006). Roca-Cusachs et al., (2006) avaliaram por MFA a reologia

de neutrdfilos quiescentes e ativados . A ativagdo dos neutrofilos resultou em
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aumento da rigidez na superficie celular e sua reologia foi dependente do cortex
celular. O processo de deformagdo morfolégica rapida, em fungdo da ativagéo
implica em elevada rigidez, o que facilitaria a retengao de neutréfilos nos capilares e
subsequente adesdo. Concluiram que o aumento da rigidez com frequéncia pode
modular o transito, retengado, e transmigracdo na microcirculagdo vascular. Fok e
Tang (2008) investigaram a dureza de neutrdfilos fixados em |aminas de vidro, por
MFA. Para tanto realizaram o mapeamento de forgas para obter um conjunto de
curvas de forga pelo modelo hertziano visando estimar o médulo de Young. Durante
os experimentos enfatizaram que somente o segmento de aproximacgao da curva de
forca foi utilizado para o calculo, porque o segmento de retracdo contém
informagdes das forcas de adesdo. Ainda ressaltaram que no grafico da curva a
diferenca entre a aproximacgao e a retracio representa histerese, a qual é causada
pela viscoelasticidade da célula. O médulo de Young obtido foi 28886 Pa, uma
média calculada a partir de trés regides da célula (FOK; TANG, 2008). Enquanto
Rosenbluth et al. (2006) obtiveram um moédulo de Young de 156 + 87 Pa
(ROSENBLUTH; LAM; FLETCHER, 2006), Lee et al. (2011) obtiveram na regiao
central 1,548 £ 871 Pa, na area proxima a lamelipédia 686 + 801 Pa e na transi¢ao
da lamelipddia com a uropddia 494 + 537 Pa (LEE; PATEL; PARK, 2011).

Alguns parametros da analise da curva de forga como snap in force, maximum
load force, detachment force, Young’s modulus, e dissipated energy podem ser
utilizados para analise nanomecanica celular na diregao Z. Max Pull Force é a forca
maxima de tragcado na curva de retragao. Frequentemente sera idéntica a detachment
force (Detach Force). Snap-in Force € a magnitude de forca imediatamente apds
contato ponteira-amostra (snap in). Assim que a ponteira aproxima-se da superficie
da amostra (distancia de nanémetros ou atémica), forcas de pequena magnitude
como van der Waals ou capilares podem ser medidas. Quando a soma dessas
forcas tornam-se atrativas a ponteira entrara em contato com a superficie e este
efeito refere-se ao snap-in (OWEN, 2006). Max Loading Force é a forga maxima de
carga geralmente na extremidade esquerda da curva de forga. Ela € medida no
momento de maxima deflexdo do cantilever registrado pelo detector. A sensibilidade
do sistema é previamente calibrada com um material mais rigido que as células para

obtencao da sensibilidade do instrumento (medida em nm/V).

A Forca de separagao (Detach Force) é a forga antes do ultimo evento na curva

de retracao, que corresponde ao ponto em que a ponteira perde contacto com a
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superficie da amostra. Moédulo de Young representa o modulo de elasticidade sendo
calculado por um dos modelos de indentagdo na curva de forca versus retragao. A
sensibilidade do cantilever é o fator utilizado para o calculo dos parametros. Pode
ser calculado automaticamente e, portanto, diferente para cada curva de forca.
Diferentes geometrias das ponteiras levam a diferentes raios de contato sobre a
amostra (ponteiras esféricas x ponteiras piramidal). A rigidez do cantilever deve
estar na ordem de dureza da amostra. Para uso com células a constante de mola
deve ser de 10-30 N/m. Para amostras mais rigidas como gel de agarose a
constante de mola deve ser de 30-100 N/m ou maior (NEUMANN, 2009).

Assim, como evidenciaram Kuznetsova et al., (2003) e Neumann (2009) a
heterogeneidade da amostra pode resultar em artefatos nesse parametro como a
variagao desse modulo dependendo da profundidade de indentacdo na razao direta
do componente celular que esta abaixo da membrana (glycocalix, extensbes da
membrana, nucleo ou organelas) resultando em diferentes valores de dureza.
(KUZNETSOVA et al.,, 2007; NEUMANN, 2009). A Energia dissipada (dissipated
Energy) representa a energia calculada como a area entre a curva de aproximacgao e
a curva de retracdo da curva de forca versus separacdo. Em locais onde a forga de
retracdo excede a curva de aproximagao essa area é considerada como negativa
(HOFFMANN et al., 2001, VORDEN; MOLLER, 2011).

1.13 Protebmica

E a ciéncia que estuda o conjunto de proteinas expressas a partir de um
genoma, em resposta a uma determinada situacéo, contidas em um compartimento
ou fluido e submetidas a eventuais modificagbes pds-traducionais (SILVA;
CORREA, 2007). Utiliza métodos diretos para identificar, quantificar e estudar as
modificacdes pos traducionais das proteinas em uma célula, tecido ou mesmo
organismos (WESTERMEIER; NAVE, 2002). O termo ja sofreu diversos ajustes
desde que foi introduzido na literatura por Marc Wilkins e Keith Williams em 1995
(SOUSA et al.,, 2001). Normalmente 80% ou 90% dos polipeptideos de um
proteoma celular correspondem a componentes das redes metabdlicas e dos
elementos estruturais da célula, sendo encontrados, embora em diferentes
quantidades, em todos os tipos de células (WILKIN; PASQUALI; APPEL, 1996). Os
estudos de analise protebmica complementam os dados de analise e

sequenciamento de genomas, auxiliando na compreensao do funcionamento e
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regulagao celular, representando a ponte de ligagcédo entre o gendtipo e o fenétipo de
um organismo. Atualmente, estudos tém sido realizados para a obtengao de mapas
protedmicos de neutréfilos quiescentes, estimulados e ativados, (AQUINO, 2008;
CAMPOQOS, 2007; CASTRO et al., 2006; SANTOS, 2007) ou mesmo de estruturas
subcelulares (LOMINADZE et al., 2005).

A andlise protedmica permite saber se um produto génico esta sendo expresso,
a concentracado relativa (ou absoluta) desse produto e as modificagdes pos-
traducionais que podem ocorrer nessas proteinas. Além disso, o proteoma pode
mostrar como os processos metabdlicos, regulatérios e de sinalizagdo se tornam
disfuncionais em dados estados patolégicos e como podem ser manipulados na
busca por solugdes terapéuticas (ANDERSON; MATHESON; STEINER, 2000).

O estudo protebmico divide-se basicamente em duas etapas: a primeira
consiste na extracdo e separagdo das proteinas a partir do material de origem,
baseando-se em propriedades intrinsecas de cada proteina como a massa
molecular e o estado de suas cargas; e a segunda na identificagdo e quantificagao

de cada proteina usando técnicas de espectrometria de massa (SANTOS, 2007).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a realizagao de tais etapas. No presente
estudo optou-se pelo uso da eletroforese bidimensional para a separacdo de
proteinas e pela espectrometria do tipo MALDI-TOF/TOF para a identificacido de
proteinas com base nas massas de seus peptidios e seus respectivos padrdes de
fragmentacao. Tal escolha baseou-se principalmente na existéncia prévia de géis de
proteinas de neutréfilos expostos a outras condi¢des, o que viabilizara comparacdes

futuras.

1.13.1 Eletroforese Bidimensional

Nesta técnica a separagcao dos componentes de uma amostra ocorre de
acordo com duas propriedades independentes, em dois passos: (1) primeira
dimensdo — focalizagao isoelétrica (IEF); e (2) segunda dimensdo — gel de
poliacrilamida — SDS (SDS — PAGE). No primeiro passo as proteinas sdo separadas
de acordo com o ponto isoelétrico (pl) das proteinas. Na segunda dimenséao, a
separagao ocorre baseada no peso molecular (MW). Dessa forma, em apenas uma
corrida, milhares de proteinas podem ser separadas e, além disso, podem ser
obtidas diversas informacdes, como ponto isoelétrico, peso molecular e quantidade
de cada proteina detectada (NEVES, 2010).
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1.13.2 Analise de Imagens

Este tipo de analise é muito util para se comparar cada proteina ou conjunto de
proteinas (spots) visualizadas em varios géis. O programa de computagao, Image
Master Platinum GE® (MACHADO et al., 2010), agrupa os géis de acordo com a
condicado experimental, por exemplo, antes e apds um estimulo, e depois se faz um
pareamento entre os géis de cada condi¢ao e entre os géis representativos das duas
condigdes. Essa ferramenta também permite a quantificagdo de cada spot, gerando
dados de proteinas diferencialmente expressas em cada condicdo e de proteinas

ausentes ou presentes em apenas uma das condi¢cdes estudadas.

1.13.3 Espectrometria de Massa

Os spots, visualizados pela coloragao (ex.: prata), num gel 2D-PAGE, sao
cortados e digeridos, geralmente pela enzima tripsina, originando peptideos que se
ionizam em um espectrdbmetro de massa e terdo suas massas moleculares, bem
como regides de sua sequéncia determinadas. O conjunto de massas moleculares e
trechos de sequéncia dos peptideos € comparado a conjuntos tedricos obtidos de
cada uma das proteinas presentes num banco de dados. A proteina cujo padrao de
digestdo tedrica for mais similar ao obtido experimentalmente é considerada

identificada.

Um espectrdbmetro de massas € um instrumento analitico que converte
componentes de uma amostra em ions gasosos € mede suas massas. Em um
espectrdmetro de massas, o0s ions sdo separados de acordo com sua relacao
massa/carga (m/z). A massa dos ions é medida por unidades de massa atdmica
(u.m.a.) ou Daltons (Da), os quais s&o definidos como 1/12 da massa de um atomo
de C42.0 espectrbmetro de massas consiste-se de cinco componentes principais:
sistema de injecdo de amostra, fonte de ions, analisador, detector e processador de

sinais.

No presente trabalho foi utilizado um espectrémetro do tipo MALDI-TOF-TOF
(MALDI — matrix-assisted laser desorption ionization ; TOF - time of flight). A
ionizacdo por MALDI usa pulsos de laser os quais excitam uma matriz que é,

adsorvida aos peptideos das proteinas digeridas. A matriz adsorvida aos peptideos



73

€ convertida em uma fase gasosa contendo ions, 0 que induz a ionizagao dos
peptideos. Esses ions sao entdo acelerados em um campo elétrico, para serem
posteriormente detectados. O tipo de analise chamado TOF mede a razédo
massa/carga de um ion peptidico de acordo com o tempo que ele percorre uma
regido livre de campo elétrico até o detector (VORM; ROEPSTORFF; MANN, 1994).
Depois dessa etapa, segue-se a analise da impressao digital de fragmentos
peptidicos (peptide mass fingerprinting). Uma série de massas de peptideos, obtidas
por analise de espectrometria de massa, pode servir como uma impressao digital,
pois o digesto triptico é especifico para cada proteina (KUMARATHASAN et al.,
2005). Portanto, uma série de massas determinadas a partir de MALDI-TOF é
comparada com aquelas calculadas a partir da digestdo tedrica de sequéncias
existentes em bancos de dados disponiveis na Internet, levando a identificacdo da
proteina. Tal identificagdo pode ainda ser aperfeicoada (ex.. MALDI TOF-TOF)
acrescentando-se ao conjunto de massas de peptideos, fragmentos de seqiéncia
obtidos através de sequence tags (trechos de sequéncias), o que permite a
identificacdo com apenas um fragmento, ou ainda outros dados obtidos na
eletroforese como p/ e massa molecular aproximada da proteina estudada
(ROEPSTORFF, 1997; WILKINS et al., 1997). O principio do MALDI-TOF-TOF ¢é o
mesmo, porém os peptideos selecionados sédo fragmentados por agdo de uma alta
energia ou pela colisdo de um gas inerte como argbnio. Os peptideos tendem a se
romper na ligagdo peptidica, gerando fragmentos menores. Os fragmentos sao
novamente acelerados soltos no TOF e detectados cada um ao seu tempo pela
diferenca de m/z. Os sinais também sio transformados em espectros contendo
picos (ANDERSON et al., 2000).

1.14 Ligagao de NPs de Titanio a Proteinas

As NPs rapidamente interagem com as proteinas presentes nos fluidos
bioldgicos, como o sangue. Por sua vez, as proteinas que adsorvem na superficie
metalica potencialmente ditam a biocinética das NPs e o seu destino no organismo
(DENG et al., 2009).

A ligacao de titanio a proteinas esta implicada em eventos como a bioatividade
de drogas anticancer (KOPF-MAIER; HESSE; KOPF, 1980, KOPF-MAIER; HESSE;
VOIGHTLANDER,; et al., 1980; KOPF-MAIER ; KRAHL, 1981), ligagéo plasmatica de
reagentes imaginoldgicos , implantes dentarios (ALBREKTSSON, 1985) e interagao
com a transferrina plasmatica (TINOCO; VALENTINE, 2005). Sabe-se que
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aproximadamente 40 metais ligam-se a Transferrina mas o Ti tem uma ligagdo mais
estdvel mesmo quando comparado ao Fe(lll), ligante natural dessa proteina
(TINOCO; VALENTINE, 2005). Também se observou que as espécies Fe(C)Ti(N)-TF
podem fornecer a via de entrada do TiO, nas células pelos receptores da
transferrinas apds a liberacdo de particulas desse metal de implantes organicos
(NUEVO-ORDONEZ et al., 2011). Além disso, a interagéo de peptideos com TiO,
tem relevante aplicagcao experimental em protedmica, onde esse metal € empregado
na purificacdo de peptideos fosforilados para analises em espectrometria de massa
acoplada a cromatografia liquida (LARSEN, M. et al., 2006), além de possibilitar a
clivagem peptidica e protéica pela formacéo de radicais OH apds exposigcédo a luz
UV (JONES et al., 2007). Deng et al., 2009 demonstraram a ligagcao de proteinas
plasmaticas na superficie de NPs de TiO,, SiO, e ZnO. O periodo de incubagdo com
plasma foi de até 4 hs. Os resultados para o TiO, com géis de eletroforese 2D
demonstraram a ligagdo com: albumina, imunoglobulina (cadeias leve, cadeias
pesadas gama e mu), fibrinogénio (cadeias alfa e beta), antitripsina alfa-1,
complemento C3, Fetuina A, Glicoproteina acida alfa 2, apoliproteina D e clusterina
(DENG et al., 2009).Gongalves et al.,2011 observaram in vivo a infiltragdo de
neutréfilos em dorso de ratos (bolsa de ar subcuténea) apés injecao de NPs de TiO»
(100 pg/mL). As NPs promoveram o influxo de neutrdéfilos para a area inflamada e o
exsudato demonstrou a expressdo de 40 diferentes analitos como quimiocinas,
sendo que MIP-1 teve expressao significativamente maior que os controles
(GONGCALVES; GIRARD, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

O TiO, tem sido utilizado ha varios anos com fins biomédicos apresentando
excelentes resultados (ALBREKTSSON, 1985; SCHWEISER et al.,, 2003). Muito
embora o TiO, seja bem tolerado pelo organismo em macro-escala, é crescente a
preocupacgao em relagao a citotoxicidade das NPs desse metal no meio biolégico. A
incorporagdo do TiO, no organismo pode ocorrer por diferentes vias, como ar,
alimentos, medicamentos e em especial por implantes metalicos (préteses
ortopédicas, implantes dentarios, entre outras). A liberagdo no organismo de ions e
NPs desse metal com a sua respectiva migragcao para tecidos e 6rgaos ja é fato
comprovado pela literatura (JORGENSON et al., 1999; JORGENSON et al., 1997;
WATARI et al.,, 2007; SARMIENTO-GONZALES et al., 2009, WANG et al., 2008,
WATARI et al., 2009). Assim, o risco de toxicidade tem levado a uma rotina de
remocao das placas e parafusos utilizados em seres humanos, pelo receio de
acumulo e migracdo de NPs desse metal (CASE et al., 1994; LANGFORD; FRAME,
2002), gerando um elevado custo econémico e biolégico. Ademais, a preocupagao
em relagdo a biocinética, biodistribuicdo e citotoxicidade conduziu a estudos para
analisar, corrosédo de superficie (JACOBS et al., 1991; JORGENSON et al., 1999;
JORGENSON et al., 1997; NORDENRAM; KJELLMAN, 1989), efeitos metabdlicos,
oncogénicos e anti-oncogénicos (FURST; HARO, 1969; LAl; LEE, 2009) e
imunoldgicos (FURST, 1971) das particulas e NPs de titanio. O TiO, em contato com
os tecidos promove uma reagao inflamatéria por mecanismos biolégicos ainda néo
totalmente esclarecidos (NYGREN et al., 1997). Apesar disso a integracdo do metal
ao organismo ocorre normalmente, associada a resolugéo do processo inflamatorio
(ERIKSSON; NYGREN, 2001a).

Os neutrdfilos, por sua vez, representam a primeira linha de defesa imunolégica
do organismo e sao rapidamente recrutados para as areas onde o titdnio foi
implantado, interagindo com esse metal (URBAN et al., 2000). Tanto a ativagao
desses fagoécitos em contato com microparticulas ( KUMAZAWA et al., 2002, CHEN
et al., 1999) e consequente producdo de ERO e citocinas, quanto a dissolugéao
passiva e translocagao de particulas de TiO; ja foram demonstrados (JORGENSON
et al., 1999). Entretanto poucos relatos avaliam a interagdo dos neutréfilos humanos
com NPs de TiO, (GONCALVES et al., 2010; GONCALVES; GIRARD, 2011 ;
HEDENBORG, 1988). Atualmente, os ensaios celulares s&o considerados

essenciais para avaliar a toxicidade e a biocompatibilidade de biomateriais, porque
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amostras contendo células (in vitro ou in vivo) podem fornecer uma estimativa da
resposta celular frente a um determinado material ou substancia (JONES;
GRAINGER, 2009).

Assim a pesquisa das interacdes dos neutrofilos com nanomateriais permite a
avaliagao e compreensio dos processos de inflamacéao, reparo, citotoxicidade e do
potencial de genotoxicidade mediada por NPs de TiO,. Tal conhecimento contribuira
para o desenvolvimento de materiais com caracteristicas que propiciem maior
biocompatibilidade, permitindo ainda a identificacdo precoce de situacbes que
demandem intervengcdo médica e para o desenvolvimento de moduladores da
resposta a essas particulas. Entretanto os mecanismos de captagdo bem como os
aspectos morfolégicos, mecanicos, ultraestruturais e a abundéancia protéica da
interacao das nanoparticulas de TiO, com neutrdfilos humanos ainda nado foram

totalmente elucidados.

O presente estudo propde a revisao e contribuicdo para o esclarecimento dos
processos biolégicos envolvidosa interagdo dos neutréfilos com nanoparticulas de
TiO,. Nesse estudo as nanoparticulas foram caracterizados por DLS (Disperséao
Dinamica da Luz) e o seu impacto em condi¢gdes oxidantes intracelulares foi medido
pela produgcao de anion superdxido. Buscou-se ainda respostas para o mecanismo
de adesao e captagao (endocitose) das NPs de TiO; pela expressao superficial de
moléculas de adesao e as potenciais alteragdes morfolégicas e mecanicas celulares
e subcelulares assim como abundancia protéica decorrente dessa interacao.
Utilizou-se como ferramentas a analise protedmica, técnicas de microscopias (de

luz, de varredura, de transmisséao, de for¢a atdmica), NBT e citometria de fluxo.

3 OBJETIVOS

a) Avaliar as alteragdes na morfologia e no perfil protéico dos neutroéfilos expostos a
nanoparticulas de TiOo,

b) Avaliar da incorporagao de nanoparticulas de diéxido de titdnio por neutrofilos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Coleta de sangue,
separagao de neutrofilos
€ exposicao ao titanio
(1,5, 30 € 60 min.)

Microscopias

Citometria, (LUZ, MEV, EDX, MET,
NBT MFA)

Protebmica

Figura 7- Apds a coleta e separagao os neutrofilos foram expostos as NPs de TiO»
nos tempos de 1, 5, 30 e 60 minutos. Apds cada um desses tempos a morfologia
das células foi avaliada por microscopia de luz, de varredura e de transmissao. As
propriedades mecanicas dos PMNs foram analisadas por microscopia de forca
atbmica e a dispersdao de RX permitiu a analise da composicdo das amostras. As
moléculas de adesao foram analisadas por citometria de fluxo com marcadores de
superficie CD-11b e CD-62L. O teste do NBT permitiu a avaliagdo da ativagao
celular pela produgao de superéxidos. Finalmente, as amostras lisadas no tempo 30

minutos foram submetidas a analise protedmica.

Para se atingir os objetivos especificados, a seguinte estratégia experimental foi

adotada:

a) Observar e descrever as alteragdes morfolégicas dos neutréfilos humanos em
diferentes tempos de interacdo com nanoparticulas de didxido de titanio por

microscopias de luz, de varredura e de transmisséo,

b) Avaliar a ativacao, fagocitose e citotoxicidade dos neutréfilos humanos em contato
com nanoparticulas de didxido de titanio, por citometria de fluxo, teste do nitroblue

tetrazolium(NBT), videomicroscopia, microscopia de luz, de transmissédo e analise
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elementar por dispersao de Raio X (EDX),

c) Caracterizar pela andlise de marcadores moleculares de estimulo e ativagédo (anti
CD-62L e anti CD-11b) as respostas da interagao dos neutréfilos humanos com as

nanoparticulas de dioxido de titanio,

d) Caracterizar os efeitos cinéticos das nanoparticulas de didéxido de titdnio sobre as
propriedades nanomecanicas dos neutrofilos humanos in vitro, por espectroscopia

de forca atébmica,

e) Avaliar as proteinas expressas pelos neutréfilos quando da interagdo com particulas

de didéxido de titanio por espectrometria de massas.

4.2 Coleta de Sangue e separacao dos neutrofilos em gradientes de

Percoll.
4.2.1 Coleta de sangue

Foram colhidos 12 mL de sangue periférico de 03 doadores voluntarios, sem
histérico de doencgas crbnicas (como asma e diabetes), infecto-contagiosas
(hepatite, AIDS, entre outras), alérgicas ou inflamatérias, que ndo fazem uso de
medicamentos e que nao incluem em seus habitos alimentares alimentos ricos em
titAnio, como biscoitos com corantes artificiais, e que nao tenham préteses
organicas desse metal ou aparelhos dentarios ortodonticos. A idade dos doadores
variou entre 20 e 50 anos. O material foi colhido em frascos plasticos estéreis,
heparinizados.

Os experimentos com células foram realizados com a aprovagao do Comité de
Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (nimero de registro:
CEP-CFM-45/2010), em conformidade com a Declaragdo de Helsinki. Da mesma
forma, os individuos adultos participantes do estudo assinaram termo de

consentimento para a doagao de sangue (Anexo-A)



4.2.2 Separacao dos Neutrofilos e analise celular : pureza, viabilidade e

rendimento.

Os neutrofilos foram isolados do sangue por meio de centrifugacoes
sucessivas, utilizando-se gradientes de Percoll® conforme previamente descrito
(TELES et al., 2012). Para os experimentos que demandaram maior numero de
células (MET, MEV e protedmica) foram colhidos 24 mL de sangue utilizando-se

frascos Falcon de 50 mL, para os demais experimentos foram usados 12 mL de

sangue e usados tubos Falcon de 15 mL.

O volume coletado (12 mL) foi dividido em 4 tubos, cada tubo contendo 2 gradientes

com 60% e 70% (quadro Il). Para coleta de 24 mL os reagentes e solugdes

utilizados na montagem dos gradientes de Percoll estdo demonstrados na (quadro

1)

Quadro II: Reagentes e solugdes para montagem dos gradientes (12mL).

Reagentes 60% (3 mL) 70% (3mL)
Percoll 100% 1800 uL 2100 uL
HBSS 1X 990 ulL 645 uL
HBSS 10X 210 uL 255 uL

*HBSS:Hanks' Balanced Salt Solution

Quadro llI- Reagentes e solu¢des para montagem dos gradientes (24 mL)

Reagentes 60% (12 mL) 70% (12 mL)
Percoll 100% 7200 uL 8400 uL
HBSS 1X 4000 uL 2666 uL
HBSS 10X 800 uL 934 uL

79
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As solugdes de Percoll foram depositadas lentamente em tubos de 15 mL com
fundo conico, em gradiente ascendente de densidade a partir do fundo do tubo e a
seguir foram adicionados 3mL de sangue. Os tubos foram submetidos a uma forga
gravitacional de ~ 600 g , na temperatura de 22 °C, aceleragéo e desaceleragao de
indice 2, por 35 minutos. Apds a separacao observaram-se no tubo os neutroéfilos
entre os gradientes de 70% e 60%, com os eritrocitos no fundo, os mononucleares
sobre o gradiente de 60% e o plasma sobre os mononucleares (Figura 8). Os
neutréfilos coletados (aproximadamente 2 mL) foram colocados separadamente, em
outro tubo de 15 ml, onde foi feita a lavagem para retirada do excesso de Percoll.
Para isso, adicionou-se 7 mL de HBSS 1x as células e a seguir as amostras foram
centrifugadas por 12 minutos a uma forga gravitacional de ~ 605,73 g (~1300 rpm),
aceleracdo e desaceleragdao de 5, temperatura de 22 °C. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e foram acrescentados ao pellet 5 mL de HBSS 1x,
repetindo-se os parametros da centrifugagéo anterior. Apés as duas lavagens foi
realizada uma etapa de hemdlise para retirar a contaminacdo com eritrocitos
residuais, adicionando-se 3 mL de agua Milli-Q por 20 segundos e a seguir
restaurou-se a osmolaridade acrescentando 3 mL de HBSS 2x. A amostra foi
centrifugada por 12 minutos com for¢ca de ~605,73 g (~1300 rpm), aceleragao e
desaceleracdo de 5, temperatura 22°C. Descartou-se o sobrenadante e

ressuspenderam-se os neutrofilos em 1 mL de HBSS 1x.

Figura 8- Separacao dos neutréfilos
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Nas separagbes com 2 Falcon de 50 mL foram utilizados 12 mL de sangue
para cada um deles. A primeira centrifugacao foi com 605,73 g (1300 rpm) durante
15 minutos e as subsequentes centrifugacdées foram de 745,51 g (1600 rpm) por 5
minutos. Para as lavagens, visando a diluicdo e retirada do Percoll, em ambas as
técnicas (12 ou 24 mL de sangue) foram utilizados tubos de 15 mL.

Da amostra com 1 mL de HBSS, trés aliquotas foram reservadas para a contagem
de células e viabilidade. A contagem celular foi realizada na camara de Neubauer
(Figura 9, A). Obteve-se rendimentos variaveis de 3 -5 X 10° (12 mL) e 2 - 5 x 10’
(24 mL). Na sequéncia foram retirados 10 uL da suspensdao de neutrofilos e
adicionados 50 uL de liquido de Turck. Apés a homogeneizagao, foram preenchidos
os quadrantes da camara de Neubauer e realizada a contagem de células pela
férmula: 2,5 x 6 x (A+B+C+D) = numero de células / uL, onde A, B, C, D

representam os quadrantes da Camara de Neubauer (Figura 9, B).

Figura 9- Camara de Neubauer (A) e seus quadrantes (B).

Para a verificacao da viabilidade celular foram adicionados em um eppendorf 5
uL de suspensdo de células e 20 uL de solucdo de nigrosina 0,05% (corante
supravital do tipo aniénico que ndo penetra em células vivas). A seguir, preencheu-
se uma area de contagem da camara de Neubauer com essa solugdo. Foram
contadas 100 células de forma a se verificar a porcentagem de células mortas e
vivas. Contaram-se como vivas, as células com nucleo transparente e acumulo da
Nigrosina ao redor da membrana dos PMNs e como mortas, aquelas que
apresentaram citoplasma corado de preto, caracterizando a penetragcado da Nigrosina

no citoplasma devido a permeabilidade de membrana. (Figura 10- A e B)
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Figura 10- Neutrofilos em HBSS, vivos (setas pretas), neutréfilo vivo com alteragéo
da morfologia (seta branca) com nigrosina 0,05% na membrana celular (halo
escuro), (A) e neutréfilos mortos(setas pretas), nigrosina 0,05%) penetrou no

citoplasma (B).

4.3 Exposicédo dos neutrdéfilos as NPs de TiO;

As amostras de 6xido de titédnio puro 99,9% (Sigma —Aldrich-TiO, .reference
number 14027, Titanium (IV) oxide puriss.), foram imersas em 1 mL de agua Milli-Q
(seringa descartavel de 5 mL esterilizada) e a seguir filtradas (filtro Millipore-
Billerica®, MA-USA) em filtro de porosidade de 0,22 uym (220 nm) de forma que
somente particulas menores foram obtidas e acondicionadas em microtubo com 1
mL de H,O Milli-Q estéril. As suspensodes tiveram concentragao fixa de 200 ug/mL
de TiO,. As particulas foram analisadas por dispersdo de luz dindmica Nanotrac
U2131I1 (Microtec Inc —USA, Instrutécnica —SP). A figura 27 mostra a distribuicdo do
didmetro hidrodindmico das NPs de TiO;, onde aproximadamente 67% das NPs
apresentaram em torno de 180 nm. Para caracterizagdo morfolégica das
nanoparticulas (agregados/alomerados) foram realizados ensaios em laminas de
vidro no microscépio O6ptico (imagens estaticas por fotografias e dindmicas por
videos).

As particulas foram esterilizadas para cada uso em autoclave a 121 °C durante
20 minutos [modificado de ERICKSSON et al.,, 2001; norma ASTM F86,2009]
(ASTM-F86-04, 2009; ERIKSSON; NYGREN, 2001a). Ainda , antes de cada uso,
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para o0s experimentos, as amostras de particulas metalicas, no interior dos
microtubos, foram submetidas a ultrassom (20 KHz, 100 W) durante 15 minutos

devido a marcante agregacao/aglomeracgao das NPs de TiO; (Figura 11).

Em ambiente de fluxo laminar, os neutréfilos separados, de cada individuo,
foram divididos em aliquotas. Uma delas permaneceu em repouso no frasco de
coleta. Os neutrodfilos desse grupo constituiram os controles para cada tempo de
exposicao dos neutréfilos com as particulas de TiO,. Outras aliquotas foram
incubadas com a solugcdo de NPs de titanio (40 uL de solugdo de PMN (10°) + 20 pL
de solugao de TiO;) por um periodo de 1 minuto (neutréfilos+Ti 1 min.), 5 minutos
(neutrdfilos+titanio 5 minutos), 30 minutos (neutrdfilos+titdnio 30 min.) e 60 minutos
(neutrdfilos+titanio 60 minutos), em temperatura aproximada de 37 °C (Figura 12).
As particulas de oOxido de titanio foram manipuladas cuidadosamente evitando-se
contaminag¢des com outros materiais (ex: pingas de ago, luvas). As células do grupo
controle permaneceram no tubo durante os periodos correspondentes a cada grupo.
Apoés decorrido o tempo de exposigdo, seguiu-se cuidadosa ressuspensdo das
amostras e coletou-se 10uL para nova contagem e analise da viabilidade das células

com Nigrosina 0,05%, em cada grupo, por microscopia de luz.

-
o

Figura 11- Em (A) nanoparticulas de TiO, em H,O Milli-Q (aglomeragao/agregacgao-
setas pretas), (Microscopia 6ptica- 400 x). Em (B) imagens das nanoparticulas por
MET.
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4.4 Métodos para Avaliacdo da Ativacdo de Neutroéfilos

Aliquotas de cada grupo (1, 5, 30 e 60), apresentando pureza acima de 97%
e viabilidade acima de 98% foram selecionadas para avaliagdo da expressao de
receptores de adesao de membrana CD- 62 L e CD- 11b por Citometria de Fluxo.
Outro ensaio foi realizado para avaliagdo da producdo de superoxidos (O%) pela
reducdo do NBT (Nitroblue Tetrazolium). Utilizou-se 3 x 10° neutréfilos para cada

ensaio por citometria de fluxo) e 1 x 10° para o Teste do NBT-Nitroblue Tetrazolium.

441 Citometria de Fluxo- avaliacdo dos receptores de adesdo de membrana
CD-62L e CD-11b

Apds a separacdo, os neutrofilos foram divididos em 3 aliquotas contendo 3 x
10° em 1000 pL de volume final de HBSS: Uma aliquota foi exposta a NPs de TiO»,
(200 ug/mL por 30 minutos) outra exposta a fMLP (100 nmol/L por 30 min), como
controle positivo de ativagao e a terceira aliquota, de neutréfilos quiescentes, como
controle negativo. As superficies dos neutréfilos foram avaliadas em relagdo a
intensidade de expresséo de L-selectina (CD-62L) e integrina aM, subunidade 11b
(CD-11b). A utilizacdo dos marcadores de superficie que demonstram a expressao
de L-selectina e CD-11b foi escolhida pelo fato dessas proteinas estarem
associadas, respectivamente, ao processo de rolamento (adesdo fraca) e firme
adesao dos neutréfilos no endotélio vascular (ZARBOCK; LEY, 2008).

Assim que os ativadores foram adicionados, procedeu-se cuidadosa
homogeneizagado e aguardou-se 30 minutos de incubagao. Esse tempo foi escolhido
por representar um curso de tempo no qual ja ocorreu a ativagao dos neutréfilos
pelas NPs de TiO,, fato confirmado pela literatura (GONCALVES et al., 2010).

A seguir foram aliquotados 200 pL da suspensdo de células (10° células) e
adicionados 2 pL do primeiro marcador anti-CD-11b conjugado a R-PE (R-
Ficoeritrina), (wt 165-170 kDa) para leitura no canal FL1 (amarelo 575 nm), para
avaliar a influéncia do estimulador na liberacdo de granulos especificos, de
gelatinase e vesiculas secretérias. Do segundo marcador (anti-CD-62L conjugado a
FITC (isotiocianato de Fluoresceina), (wt 76 kDa) foram adicionados 2 pL para

leitura no canal FL2 (verde 525 nm) para analise do inicio do rolamento dos
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neutrofilos. Cada solugdo foi incubada com o marcador por 60 minutos a
temperatura de 25°C e realizada a leitura no citdmetro.

A fluorescéncia foi detectada por citometria de fluxo (FACsCalibur, BD Becton
USA),

fluorescentes disponiveis comercialmente, com uma coleta tipica de 10.000 eventos

Dickinson, Mountain View, Ca, previamente calibrado com feixes
por amostra. O software CellQuest TM, que controla a aquisicdo de dados foi
também utilizado na analise. Neutréfilos isolados foram definidos por suas
caracteristicas morfométricas no foward-scatter (dispersdo frontal - FSC) x side
scatter (dispersdo lateral - SSC) em plots de densidade. A analise estatistica

comparando as intensidades foi realizada utilizando-se o teste ANOVA.

Quadro IV- marcadores e parametros utilizados em CF nos experimentos.

Marcador Caédigo Canal Absorban | Nomero de | Volume
(invitrogen) cia células utilizado
CD11b CD11b04 FL2(R- 575nm 3 x10° | 200pL de
PE) (10000 células 2 pL do
eventos) anticorpo
CD62L MHCD62L0 | FLA(FIT | 525nm 3 x10°[200 pL de
1 C) (10000 células 2 pL do
eventos) anticorpo

Parametros do citbmetro de fluxo Scalibur BD.

Programado para um total de 10.000 eventos. Leitura na velocidade HI, caso

ultrapasse até 1000 eventos por segundo.

Detectors/Amps

P1 | FSC | E-1 | 9.00 | Lin
P2 | SSC | 270 |3.55 | Lin
P3 | FL1 | 474 |1.00 | Log
P4 | FL2 | 500 | 1.00 | Log




Threshold
Value | Primary Secundary
Param: Param:
52 Marcado | SSC-H
FSC-H

52 SSC-H FL1-H

52 FL1-H FL2-H

52 FL2-H FL3-H

300 | FL3-H FL4-H

52 Marcado
None

Compensation

FL1 2.7%

FL2

FL2 19.1%

FL1

FL2 0%

FL3

FL3 27.9%

FL2

FL3 0%

FL4

FL4 0%

FL3

4.4.2 Teste do NBT-Nitroblue Tetrazolium.
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Este teste teve como objetivo confirmar a produgao produgédo de superdxidos

(O%2) pela redugdo do NBT (corante amarelo). Apdés a separagdo do sangue, 0s

neutréfilos foram ressuspendidos em HBSS sem calcio e magnésio e foi realizada a

contagem e viabilidade celular. A seguir foram separadas 1 x 10° células e divididas
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em aliquotas controle negativo (quiescentes), controle positivo (fMLP) e o grupo de
neutréfilos incubados com TiO, por 30 minutos. Foram pesados 0,25 mg de NBT
(Sigma-298839) e diluidos em 10 uL de DMSO (Sigma-472301) seguido de agitagao
(vortex) por 5 minutos. A solugdo NBT/DMSO foi ressuspendida em 490 pyL de HBSS
com Calcio e Magnésio e nova agitagao foi realizada durante 20 minutos. Laminas
de vidro foram separadas para cada grupo e limpas com metanol. Foram misturados
2,5 uL de solugdo de NBT 40 pL com 1 x 10° células em 3 pocos sobre cada lamina
de vidro. A seguir foram adicionados em cada po¢o 13 uL de uma suspenséao
contendo 200 pg/mL de NPs de TiO; cujo preparo foi previamente descrito e
incubadas pelos respectivos tempos, tendo sido o controle incubado em HBSS pelo
mesmo tempo de cada condi¢gdo, correspondentes aos grupos citados acima. A
seguir, as amostras foram fixadas com Metanol durante 1 minuto e secas na
superficie inferior das laminas com secador portatil,. As amostras foram colocadas
em um suporte adequado e coradas com Safranina a 1 % durante 5 minutos.
Procedeu-se cuidadosa lavagem das laminas em agua corrente de forma indireta

para evitar a retirada das amostras.

Durante a adaptacdo do teste com NBT concluiu-se que o NBT deveria ser
colocado primeiro em contato com as células e somente apds deveria ser colocado o
ativador (NPs de TiO;). A contagem foi feita por visualizagdo direta da coloragao
azulada da reducdo do NBT a formazan intracitoplasmatica no microscopio 6ptico.
Cem células foram contadas e foi considerado neutrdfilo positivo, quando este
apresentou qualquer granulo intracitoplasmatico de cor azul ou preta, independente
do numero e tamanho das granulagbées, bem como aquelas células que tinham
distribuicdo homogénea do corante no citoplasma. Foram realizadas 3 separagdes

de neutrdfilos, de individuos diferentes em triplicatas para cada individuo.

4421 Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o pacote estatistico PASW® v. 13
para Windows®. A porcentagem média de células contadas (ativadas pelas
particulas fagocitadas) em cada condi¢cdo foi analisada utilizando um modelo de
ANOVA de medidas repetidas 2 x 4. Os fatores analisados foram Condi¢ao (2 niveis;
Controle e Experimental) e Tempo (4 niveis; 1, 5, 30 e 60 minutos). Usou-se o
método de Greenhouse-Geisser para corrigir os desvios da esfericidade. Porém,

reportaram-se os valores originais dos graus de liberdade. Quando necessario,
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desenvolveram-se analises pos hoc utilizando o teste t-pareado ou ANOVA de
medidas repetidas de uma via (one-way). Nos casos de comparagbes multiplas
usou-se o0 método de Bonferroni para correcdo do nivel de significancia estatistica.
Os valores apresentados correspondem a média * erro padrdo da média. O nivel de
significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p<0,05). Todos os testes foram bi-

caudais.

4.5 Ensaios para avaliagdo da capacidade fagocitaria dos neutréfilos frente
as NPs de TiOx.

4.5.1 Analise da capacidade fagocitaria dos neutréfilos por microscopia de luz

Apoés a separacao dos neutrdfilos foi feita contagem em camara de Neubauer de
cem (100) células, em triplicata, de trés individuos diferentes. As células (1x10°)
foram colocadas em contato com a solugdo de NPs de titanio (40 pL solugéo de
PMN + 20 pL de solugdo de TiO, com concentracdo de 200 pyg/mL em Agua Milli-Q)
por um periodo de 60 minutos em microtubo 1000 uL e a seguir fixadas e coradas
com solugdo de Wright em |amina de vidro. Foram consideradas NPs, agregados/
aglomerados visualizados por microscopia de luz na regidao correspondente ao
citoplasma. Previamente, foram realizados ensaios (imagens estaticas e dinadmicas)
para permitir a identificacdo das caracteristicas morfolégicas e de imagens das NPs

no microscopio optico.
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4.5.2 Analise da capacidade fagocitaria e migragao dos neutréfilos por

Videomicroscopia:

Das células ressuspensas em HBSS (sem Ca?+ e Mg?+) foram pipetados 5 pL
da solugdo que continha 1 x 10° células e colocadas em uma lamina de vidro, sem
corantes e recobertas com laminula de vidro (1,5 x 1,5 cm) e vedada com parafina.
A seguir, o conjunto foi colocado na platina zx do microscépio éptico com objetiva 40
X e acoplada uma camera para microscopia (DinoXcope®) e iniciada a filmagem
/gravacdo ao atingir a temperatura de ~37 °C, monitorado com termémetro de
mercurio (Figura 12). Imediatamente, foram adicionados por pipetagem 20 uL de
solucado de TiO, e observou-se o comportamento celular durante 35 minutos. As
células foram divididas em estacionarias e migratérias. O objetivo do ensaio foi
avaliar o comportamento dos PMNs, deslocamentos e eventual fagocitose dos
aglomerados/agregados de nanoparticulas de TiO,. Modificado de SEVEAU et al,
(2000) e Grinnell (1992).

Figura 12- Controle da temperatura na platina do microscépio.
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4.6 Analise da Morfologia Celular

Visando avaliar as caracteristicas morfologicas dos neutroéfilos em contato com NPs
de TiO2 ao longo do tempo, utilizou-se microscopia de luz, de varredura e de

transmissao.

4.6.1 Microscopia de luz

As caracteristicas morfolégicas das células foram obtidas com o método de
coloragao Wright e analise por microscopia de luz.

Foram colhidas aliquotas das amostras para cada tempo de exposicao as NPs de
TiO2 1, 5, 30, 60 minutos e seus respectivos controles. A seguir 10 yuL de cada
amostra foram corados e fixados com solugdo de Wright (Bioclin —QUIBASA .Belo
Horizonte-MG, Brasil) em laminas de vidro, seguindo-se o protocolo de utilizagdo do
produto: o esfregacgo foi recoberto com o corante (20 gotas aplicadas com ponteira
de 10 uL). Aguardou-se durante um minuto a agao do corante, adicionou-se a seguir
20 gotas de agua Milli-Q (com ponteira 10 yL). Apds, a mistura corante e agua foi
homogenizada (por pipetagem) e aguardou-se a coloragdo das amostras durante
trés minutos. Decorrido o tempo necessario, a lamina com as amostras foi lavada
em agua corrente com pouca pressao. As laminas foram deixadas, em temperatura
ambiente, para secagem em posigao vertical e em sequéncia foram examinadas por
microscopia de luz com aumento 400 vezes e no aumento 1000 vezes com 6leo de
imers&o.

Com o microscopio Optico foram obtidas imagens dos neutréfilos controles e
ativados por NPs de TiO2 nos tempos 1, 5, 30 e 60 minutos, o que permitiu a analise

da morfologia celular.

4.6.2 Microscopias Eletrénica de Varredura (MEV)

Os neutrdéfilos foram isolados do sangue total por gradiente de Percoll,
conforme a técnica citada anteriormente (AQUINO, 2008). Apdés a separacado a
suspensao de células com volume final de 500 pL de HBSS (Sigma-Aldrich-H4385),
contendo 1,7 x107 foi dividida em 8 aliquotas. Quatro foram incubadas com 20 pL de
NPs de TiO, em cada microtubo e quatro foram deixadas como controles a 37°C.
Apoés a incubagao as células foram fixadas com 100 yL de solugdo de Karnovsky

(12% paraformaldeido + 8% glutaraldeido + tampé&o de cacodilato 0,1 M) durante 2
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horas. A seguir as aliquotas de células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich-231-
791-2) por 5 minutos e centrifugadas 3 vezes (4500g a 4°C). Em continuidade o
sobrenadante foi retirado e as células foram incubadas com 1 mL de cacodilato de
sédio (0,1M, pH-7,2), (Sigma-Aldrich- 6131-99-3) e levadas para o processamento
de MEV.

No processamento das amostras para microscopia de varredura as células
foram lavadas com agua corrente e etanol e secas nos respectivos microtubos, para
cada tempo (1, 5, 30, 60 minutos). A seguir adicionou-se uma gota de poli-L-Lysine
0,1% (sigma P8920) em cada microtubo e promoveu-se a ressuspensao e
aguardou-se a sedimentagcdo por 5 minutos. Decorrido esse tempo as amostras
foram incubadas com 1 gota do tetréxido de ésmio 2%, por 30 minutos. Seguiu-se
lavagem cuidadosa com agua destilada 2x seguida de sucessiva desidratagcdo com
acetona na seguinte sequéncia: 50% de acetona por 5 minutos, 70% de acetona por
5 minutos, 90% de acetona por 5 minutos e 100% de acetona por 5 minutos 2x.
Concluida essa fase as amostras foram lavadas com CO; liquido 5x a 4 °C. Na fase
seguinte, foi realizada secagem no ponto critico com CO; 30 °C — 37 °C (aparelho
Balzers CPD 030). As células, previamente fixadas, foram colocadas em laminulas
de vidro. Finalmente, procedeu-se a metalizacdo das amostras com ouro por 2
minutos em suportes metalicos (stubs) visando a obtengédo das imagens por MEV. O
microscopio de varredura (Jeol 840A) foi utilizado para obtencdo das imagens da
morfologia dos neutréfilos nos tempos definidos, utilizando-se aceleracédo de

voltagem de 20 kV.

4.6.2.1 Analise Elementar por Dispersao de Raio X

Amostras dos neutroéfilos estimulados por NPs de TiO, foram recobertas com
uma fina camada de ouro (Au) e submetidas a analise elementar semi-quantitativa
de microrregides, bem como analise de sua morfologia com obtengdo de imagens
com aparéncia tridimensional através do detector de espectroscopia por dispersao
de raios-X (EDX) acoplado ao microscopio eletrénico de varredura (MEV) Jeol 840A,
a uma voltagem de aceleragcao de 15 kV (Laboratério de Microscopia Eletronica,
Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia-DF). Os resultados
foram determinados pela analise de duas células e uma area de cada célula em
triplicata no tempo 30 minutos. A concentragao atdbmica relativa foi calculada a partir

da altura relativa dos picos, apds a corregao por fatores tabulados de sensibilidade.
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46.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Apos a hemodlise os neutrofilos foram ressuspendidos em 500 yL de HBSS
(sem Ca®" e Mg?*). A seguir realizou-se a contagem para rendimento celular. Foram
separadas 3 x 10° células para cada microtubo. Por questdes de ajuste experimental
a MET, foram selecionados os tempos de 5 e 60 minutos de incubacdo dos
neutrofilos com NPs de TiO, e seus respectivos controles. Apds a separacao, as
células foram fixadas com 100 yL de solugdo de Karnovsky (0,1 M) por 2 horas a
4°C (KARNOVSKY, 1965). Sucessivas lavagens com PBS foram realizadas,
seguidas de centrifugagdes conforme o protocolo anterior para MEV. As células
foram ressuspendidas em 1 mL de PBS, e a seguir foram levadas para o
processamento com MET.

O processamento para MET necessitou de sucessivos ajustes até conseguir-se
o numero de células ideal e a concentragao da resina para inclusao das amostras.
Para o processamento para MET, as amostras foram lavadas trés vezes, por 15
minutos cada, em tampao cacodilato de sédio 0,1M (pH- 7,2-7,4), pds- fixadas em
tetroxido de 6smio 1% (OsO4), ferrocianeto de potassio a 1,25%, por duas horas no
escuro e lavadas por 3 vezes com agua destilada. Permaneceram em solugéao
aquosa de acetato de uranila 5% por 12 a 14 horas no escuro e foram desidratadas
em acetona (50%, 70%, 90%, e 100%) em banhos de 15 minutos cada, sendo que o
banho de acetona 100% foi repetido quatro vezes. A infiltragcdo foi realizada
seguindo-se, em sequéncia, as seguintes proporgdes de acetona e resina,
respectivamente: (2:1), (1:1), (1:2) por seis horas cada, e finalmente resina pura. Em
seguida as amostras celulares foram emblocadas diretamente nos microtubos com
resina Spurr pura (Electron Microscopy Science, EUA) e polimerizadas a 60°C por
dois dias. O excesso de resina polimerizada foi retirado para expor a amostra e
permitir os cortes no ultramicrétomo. Os cortes ultrafinos da resina com as amostras
(ultramicrétomo Leica Ultracut R) foram realizados com facas de vidro ou diamante e
colocados em pequenas telas circulares de cobre para visualizagdo no microscoépio
eletrébnico de transmisséo (JEOL JEM — 1011 Electron Microscope), do Laboratério
de Microscopia Eletrénica, da Universidade de Brasilia, a uma voltagem de
aceleragcédo de 15 kV. Concluida essa fase as imagens obtidas foram armazenadas

para posterior analise.
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*Os experimentos com microscopias (de Luz, MEV e MET) foram realizados em

triplicata.

4.7 Analise das propriedades nanomecanicas de neutréfilos por Espectroscopia

de Forga Atébmica

Esse ensaio permitiu analisar algumas propriedades mecanicas relacionadas
com os efeitos da exposicdo de neutréfilos humanos a NPs de TiO, por
Espectroscopia de Forca Atdmica e as alteragdes consequentes a essa interacido ao
longo do tempo (1, 5 e 30 min). Parametros como snap in, forca de carga maxima
(maximum load Force), forca de separagao (detachment force), modulo de Young
(elasticidade), e energia dissipada (dissipated energy) foram analisados em nano-
dominios de células aderidas em laminulas, por uma ponteira ndo-funcionalizada na
diregdo Z. As caracteristicas como rigidez e o comportamento da elasticidade foram
investigados.

Um equipamento comercial de microscopia de forga atémica (SPM-9600,
Shimadzu, Japao) foi utilizado para analisar as forgas de interagdo da superficie
entre os atomos de uma ponteira e das membranas celulares, operado em modo de
contacto de ar. Laminulas circulares (10 mm) contendo neutréfilos aderidos de cada
amostra foram fixadas em um suporte metalico com fita adesiva dupla face. Uma
ponta de nitreto de silicio piramidal (raio de curvatura <20 nm) integrada a um
cantilever com 200 pm de comprimento (constante de mola 0.15 N/m e
aproximadamente 24 kHz de frequéncia de ressonancia) foi utilizada nessa técnica.
a taxa de aquisicao foi de 1 Hz e 20 V de amplitude e 3 V de ponto de operacao.
Para cada tempo de incubagao (1, 5 e 30 min) 10 células de cada condi¢ao (controle
e TiOy) foi analisada e 5 curvas de forga por célula foram medidas resultando em
300 eventos.

O programa SPIP v. 5.1.5 foi utilizado para analise de curva de forga,
configurado em 23 °C e constante de mola 0.15 N/m, cone de indentagéo
(Sneddon), 5 pontos de ajuste e curva de aproximagao como curva de corregao de
referéncia. Os dados de espectroscopia de forca foram analisados utilizando o
software Origin 8.6 por ANOVA e teste de Tukey (P <0,05).
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4.8 Lise Celular e Extracao Protéica

As amostras de neutréfilos quiescentes e da condicdo 30 minutos (TiO;) de
incubacdo, sofreram lise das membranas externas e internas (organelas), com
detergentes, degradacdo dos acidos nucléicos, desnaturagdo, solubilizagao,
reducdo das proteinas e inibicao das proteases.

Para tanto, 2 x 10 células em HBSS foram preparadas, incubadas nas
respectivas condigcdes e em seguida procedeu-se a centrifugacdo das amostras, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados ao pellet, 450 uL de tampao de
lise (uréia 7M, tiouréia 2M, triton X-100 1%, Pharmalyte pH 4-7 0,5%, inibidores de
protease (GE Healthcare) 1% e nuclease (GE Healthcare) 1%. As amostras foram
submetidas a agitagcdo com vortex por cinco minutos e em seguida deixadas sob
incubacdo com agitacao leve durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds esse
tempo foram acrescidos 50 uyL de DTT 0,1mg/uL e 3 yL de EDTA 0,16 M a cada
amostra seguido de agitagdo no vértex durante 5 minutos, incubando-se por mais
uma hora conforme descricao anterior. O EDTA e o DTT foram utilizados apos 1
hora para néo inibir a acdo da nuclease (EDTA) e nem interferir na agao da tiouréia
(DTT), (BERKELMAN; STENSTEDT, 2001).

*As amostras da lise celular e do extrato protéico foram analisadas em triplicata
técnica para cada individuo

*O tampao de lise € uma solugao usada para promover lise celular e o rompimento
de organelas, além de solubilizar grande parte das proteinas. Os inibidores de
protease também sao importantes para se evitar a degradagcéo de proteinas por
proteases apods o inicio da lise. O pré-tratamento das amostras com tampao de lise
envolve também o rompimento de agregados protéicos promovidos por lipidios de
membrana pouco soluveis, a desnaturagdo protéica e a quebra de interacdes
moleculares entre as proteinas (HERBERT, 1999; SANTOS, 2007).

4.9 Dosagem das Proteinas das Amostras

Com a lise dos neutréfilos de cada uma das amostras (quiescente e TiO, 30
minutos, a solucdo obtida foi centrifugada e a seguir realizada a dosagem de
proteinas totais do sobrenadante, com base no método descrito por Bradford (1976)
e adaptado por Ramagli (1985) para compatibilidade com o tampao de solubilizagéo
utilizado (BRADFORD, 1976 ; RAMAGLI; RODRIGUEZ, 1985). Foi feita uma curva
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de calibragdo com albumina bovina, cujo coeficiente R aceitavel era acima de 0,99.
Cada amostra foi dosada em ftriplicata determinando assim, a concentragdao de
proteina. O volume foi calculado para obtermos 50 ug de proteina e adicionamos a
esse volume, tampéo de lise (uréia 7M, tiouréia 2M, pharmalyte pH 4-7 0,5%, triton

X-100 1%, inibidores de protease 1% e nuclease 1%) até completar o volume de 350

ul.

4.10 Focalizagao Isoelétrica (IEF ou 1a Dimenséo):

Para viabilidade técnica foram focalizados os strips das amostras dos grupos
quiescente e 30 minutos de um mesmo individuo. Esse procedimento foi realizado
em duplicata para cada individuo. Aliquotas com 50 pg de proteinas em 350 pL de
tampao de lise foram aplicadas num sarcofago (canaleta de ceramica contendo
polos positivo e negativo), seguindo-se a sobreposi¢cdo de gel em forma de strip,
com 18 cm de comprimento, 0,3 cm de largura, e intervalo de pH de 4 a 7
(Immobiline DryStrip, Amersham Biosciences, UK). Sobre essa disposicdo foram
colocados 400 uL de 6leo mineral (PlusOne®), para se evitar o ressecamento do
strip durante o processo.

Em seguida, os sarcéfagos foram submetidos a IEF no instrumento IPG-Phor Il
(Amersham Biosciences, UK). As amostras passaram por uma etapa de reidratagao
de 12 horas e a seguir iniciaram-se as etapas de focalizagdo: uma, em gradiente
crescente até 500 V por 500 Vh; outra, em gradiente crescente até 3500 V por 3500
Vh, e a ultima, constante de 8000 V por 40000 Vh. A temperatura de hidratacéo e a
focalizagdo das amostras foi mantida a 20°C, e a corrente limite a que ficaram
submetidas foi de 75 YA por strip. As amostras controle e TiO, de um mesmo

individuo foram focalizadas simultaneamente.

4.1 Etapa de Equilibrio

Com o término da etapa da focalizagao isoelétrica, os strips foram retirados do
IPG-Phor Il e imersos em 5 mL de solugao de equilibrio composta de uréia 6M, SDS
10%, glicerol, TRIS HCI 1,5 M pH 8,8, com DDT 1%, agente redutor de pontes
dissulfeto, onde permaneceram por 15 minutos, sob agitacao leve, em temperatura
ambiente. Apds o tempo de reducdo, os strips foram imersos em uma solugao de

equilibrio contendo além dos componentes mencionados anteriormente (exceto
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DTT), lodoacetamida 135 mM, com o objetivo de alquilar os grupos -SH reduzidos,

também por 15 minutos, no escuro.

*Alquila ou alcoila- € um radical organico monovalente de férmula geral
(CnH2n+1)—, formado pela remocdo de um atomo de hidrogénio de um

hidrocarboneto saturado.

4.12 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras de proteinas de neutréfilos de cinco individuos foram preparadas em
duplicata para obtencdo de vinte géis (5 replicatas biolégicas e 2 experimentais,
divididas em 10 géis normais e 10 géis de extratos protéicos de neutrofilos
incubados comTiO, por 30 minutos). Os géis de poliacrilamida 12% foram
preparados entre duas placas de vidro, utilizando o sistema Protean Il (BioRad,
Hercules, CA, USA) para todos os géis de 2a dimensao. O gel separador foi feito
em um volume de 40 mL para cada gel, e composto de 13,2 mL de agua Milli-Q,
40% de acrilamida/bisacrilamida (PlusOne®), 25% de Tris 1,5M pH 8.8 (PlusOne),
1% de SDS 10%, 1% de PSA (Persulfato de Aménio) 10% (Sigma) e 0,04% de
TEMED (N,N,N,N tetramethyl enediamine, Sigma). O concentrador foi preparado
em um volume de 5 mL e polimerizado sobre o separador entre as placas de vidro,
junto com o pente que ira formar o pogo do marcador de massa molecular e o pogo
para afixar o strip da 12 dimensao. O concentrador é constituido de 2,8 mL de agua
Milli-Q, 12,6% de Acrilamida/Bisacrilamida, 25% de Tris 0,5M pH 6.8, 1% de SDS
10%, 5% de PSA 10% e 0,08% de TEMED.

O marcador de massa molecular (Amersham Pharmacia- Biotech) é uma
mistura de proteinas de massas moleculares conhecidas, tais como: fosforilase b
(94000 Da), 48 albumina (67000 Da), ovoalbumina (43000 Da), anidrase carbdnica
(30000 Da), inibidor de tripsina (20100 Da), e lactoalbumina (14400 Da), adicionado
a um pogo ao lado do strip, na segunda dimensao, para permitir uma estimativa da
massa molecular das proteinas separadas no gel. Apés o tempo de equilibrio, cada
strip foi colocado em um pogo adaptado para encaixa-lo e coberto com agarose
morna 0,3%, misturada ao azul de bromofenol, com objetivo de fixar o strip no gel de
poliacrilamida, apds seu resfriamento. Em seguida, o gel foi transferido para uma
cuba contendo 2 L de tampao de corrida Tris base 0,55 mol/L - Glicina 1,92mol/L pH

8,3 para ser submetido a diferengca de potencial, permitindo a migracédo das
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proteinas. Adaptou-se o gel a uma cuba superior que foi totalmente preenchida com
500 mL do mesmo tampéo de corrida, fechando sua tampa e a conectando a fonte
elétrica. Essa estrutura também foi acoplada a um aparelho de refrigeragdo a base
de agua (Multitemp Il Cooling Bath, Amersham Biosciences), que manteve toda a
montagem a uma temperatura constante de 15°C. A corrida foi realizada com
amperagem constante de 20 mA e a voltagem de 500 V. O azul de bromofenol foi

utilizado como agente visualizador da altura de corrida, durante a eletroforese.

413 Coloracao dos Géis

Os géis obtidos foram corados pelo método prata de alta sensibilidade. Nesse
método, a sensibilidade torna-se aumentada pela mistura de nitrato de prata com
amoénia, em ph basico (LARSEN et al., 2001; SHEVCHENKO, 1996).

Apds o término da separagao eletroforética os géis foram mergulhados na
solugao de fixacao (12% de acido tricloroacético e 50% de metanol), permanecendo
em agitacao leve por uma hora. Em seguida os géis foram imersos em outra solugéo
fixadora (5% acido acético e 50% etanol) também por uma hora em agitagéo leve.
Os géis foram lavados duas vezes em agua Milli-Q por cinco minutos cada,
adicionou-se a seguir a solugdo de impregnacdo de prata contendo: 0,89%de
AgNO3, 0,3% de NH40OH e 0,08% de NaOH. O gel permaneceu nessa solugao por
20 minutos e realizou-se uma nova lavagem com agua Milli-Q por cinco minutos. Na
etapa de revelagdo dos géis utilizou-se 0,017% de acido citrico e 0,236% de
formaldeido. Apds a visualizagdo completa dos spots, o gel foi imediatamente imerso
na solugdo de parada da reagao contendo: 30% de etanol, 7% de acido acético e
2,5% de glicerol 87%, onde permaneceu por 20 minutos. Finalmente os géis foram
imersos por 1 hora na solugao de lavagem e hidratagao (30% de etanol 95% e 2,5%
de glicerol 87%).

4.14 Digitalizacdo e Secagem dos Géis

Cada gel teve sua imagem digitalizada e armazenada em computador, por meio
de scanner modelo Image Scan UMAX GE®-USA, com uma resolugéao de 300 dpi e
alta nitidez. Foram armazenadas, para todos os géis, imagens coloridas nos
formatos JPG e PSD, e imagens em 256 tons de cinza no formato TIFF (2124 x

2087 pixels). Apos ser digitalizado, cada gel foi colocado entre 2 folhas de celofane
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hidratadas em solucéo de 32% de etanol e 1%de glicerol 87% sobre uma placa de
vidro lisa. Os géis foram entdo armazenados na camara fria até secar; ja secos

foram cortadas as bordas das folhas de celofane e os géis guardados.

4.15 Analise Computacional das Imagens dos Géis

As imagens dos géis da condicdo Normal e da condigao TiO; (neutrofilos +
TiO2, 30 minutos) foram analisadas com o auxilio do software Image Master 2D
Platinum versao 5.0 e versao 6.0 (GE Healthcare). A versao 5.0 do software tém
parametros com melhor resolugcdo automatica para smooth, que possibilita
discriminar ruido de spot e definir spots em sobreposigao; saliency, que define a
curvatura de um spot, também ajudando a retirar ruidos e min area, que elimina
artefatos proximos aos spots que nao foi eliminado com a saliency e nem o smooth.
Foram feitas as detecgdes automaticas, isto €, delimitagdes dos spots, segundo
parametros descritos acima com valores preestabelecidos para cada gel, tais como,
cobertura na delimitagdo de um maior numero de spots, exclusdo de background e
melhor separacéo de spots préximos. Porém, os géis passaram por revisdes de
deteccédo feitas manualmente com ajuda dos recursos de visualizagao de spots em
3D, mudanga de contrastes e/ou de cores e graficos marcando a intensidade tanto
na lateral quanto na parte superior, indicando onde um spot comega e termina. As
revisdes foram feitas para adicionar spots ndo detectados, separar e juntar spots e
excluir background e artefatos da coloragao detectados erroneamente.

ApOs essa criteriosa revisdo as imagens foram transferidas para o software
Image Master 2D Platinum verséo 6.0, onde foi processado o pareamento dos spots
entre os géis, com analises da variagdo da porcentagem do volume intra e
intergrups.

Primeiramente selecionaram-se os Landmarks (pares de spots marcadores
entre géis diferentes), e processou-se o pareamento automatico. O pareamento
também passou por revisbes manuais criteriosas.

Os géis foram pareados da seguinte forma:

1- Quiescentes (controles): onde foi selecionado um gel quiescente HQ1
como referéncia, por ser o gel com maior numero de spots e mais bem focalizado.
Esse gel referéncia foi pareado com a duplicata de todos os géis normais,

2- Estimulados com TiOz: o gel TiO, 1A referéncia pareado com a duplicata

de todos os géis TiOy,
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3-Pareamento dos géis referéncias: Quiescentes e TiO,. (Figura 13).

/
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Figura 13- Esquema geral do pareamento. Cada circulo representa um gel, divididos

em duplicatas para cada individuo. Primeira etapa do pareamento (setas vinho) e a
segunda etapa do pareamento (seta preta). Q (Quiescente) e TiO, (didéxido de
titdnio). HQ1-Gel quiescente Master numero 1 do individuo H, HT2- Gel titanio

Master numero 2 do individuo H.

A seguir foi feita a revisdo do pareamento com auxilio de ferramentas como:
sobreposi¢cao das imagens dos géis pareados com diferentes cores; analise das
vizinhancas dos spots; vetores que permitem visualizar a orientacdo dos
pareamentos; scatter plot (grafico de correlagdo dos spots entres os géis pareados).
Foram obtidas tabelas com a normalizagéo de cada spot pareado (porcentagens do

volume), tanto intraclasse: classe quiescentes e classe TiO,, como interclasses:
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classe quiescente e classe TiO, comparados entre si. Esses dados foram
submetidos a analise estatistica. Para a determinacdo da quantidade relativa de
cada spot foi usado o método de normalizacdo do volume. Neste método o volume
de cada spot foi dividido pelo volume total de todos os spots no gel e multiplicado
por um fator constante de valor 100, que produz uma spots no gel e multiplicado por
um fator constante de valor 100, que produz uma porcentagem de volume de cada

spot.

4.15.1 Andlise Estatistica

Os valores de porcentagem de volume dos spots nos 10 géis do grupo
Quiescentes e nos 10 géis do grupo TiO, foram utilizados para a analise estatistica
no programa SPSS® Base 13.0.

Para verificar se a distribuicdo dos dados poderia ser considerada gaussiana,
levaram-se em conta os critérios de média das porcentagens de volume, mediana,
simetria da curva de distribuicao e proporcéao altura versus largura da curva além do
teste de Kolmogorov-Smirnov.

O teste t pareado foi utilizado para as comparacdées de médias dos spots cujos
valores apresentaram distribuicdo normal e o teste de Wilcoxon foi empregado para
as comparacdes dos spots com valores de distribuicdo ndo paramétrica. O nivel de
significancia p<0,05 foi considerado para os dois testes.

Qutro critério adotado como limitante para a consideragdo da abundancia
diferencial foi a variagdo das médias da porcentagem do volume, sendo
considerados os spots que variaram em no maximo de 2 valor para abundancia
diminuida e no minimo de 2 vezes para abundancia aumentada, entre as condig¢oes.
Ainda como critério de inclusdo dos spots como diferencialmente expressos, foi
verificado se os spots estavam presentes em pelo menos 8 géis de cada condigéo
(BIRON, 2006).

Triplicatas experimentais e bioldgicas de uma condi¢gao foram utilizadas como
estudo piloto e foi utilizado o valor da porcentagem de volume de cada spot
fornecidos pelo programa Image Master para calcular quantas replicatas
experimentais e bioldgicas seriam necessarias, segundo o modelo de analise de
poténcia descrito por Cairns, (2011). Os calculos foram realizados utilizando o
programa estatistico R e foi observada a média da variagdo experimental de 0,08 e a

média da variagado bioldgica de 0,9, o que demonstra uma variagdo nas replicatas
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biolégicas maior que nas técnicas, confirmando a reprodutibilidade técnica dos
ensaios. Assim, para se obter um a=0,05 e p=0,8, e considerando-se a diferenca de
volumes entre os spots de no minimo 2 vezes, as duplicatas experimentais
mostraram-se adequadas quando o numero de replicatas biolégicas foi de 5
individuos. Além disso, o spot s6 foi considerado quando estava presente em pelo

menos 8 dos 10 géis.

4.16 Digestao de spots protéicos

Os spots selecionados de gel de neutréfilo ndo ativado e dos ativados por TiOz
apos analise de imagens e estatistica foram recortados em cubos pequenos, e
transferidos para microtubos de 0,5mL, para a digestao triptica. Adicionou-se a cada
microtubo 50uL de acetonitrila 50% alternados trés ciclos de lavagens com agua
Milli-Q, com vortex entre as trocas. Apds o sobrenadante foi retirado e acrescentou-
se solugao descorante composta de ferricianeto de potassio15 mM (agente oxidante
para remogao da prata) e tiossulfato de sédio 50 mM (dissolve haletos de prata)
solubilizados em 1 mL de agua Milli-Q por aproximadamente 10 min. Apds os spots
foram lavados com 200 uL agua em vortex, até o gel ficar transparente limpido. Em
seguida foram realizados trés ciclos alternados de embebicdo com 50 uL de
bicarbonato de aménia (NHsHCO3) 50 mmol/L (composto volatil com pH 8 6timo
para atuagdo da tripsina, retira o SDS) e 50 pyL de acetonitrila 100 % (desidrata o
spot, retira residuos de SDS). O spot foi macerado na ultima lavagem com 60 uL de
acetonitrila, composto esse que facilita o processo pelo aumento da area de
superficie do spot. Depois de macerado, o spot no microtubo , foi para a centrifuga a
vacuo por aproximadamente 20 min (SpeedVac), para que a amostra ficasse
totalmente seca. Apds esse periodo o gel foi hidratado com 10 uL de solugéo gelada
de tripsina (para um volume final de 50 uL sao utilizados: 25 pL de bicarbonato de
amoénia 25 mM, 1,25 uL de cloreto de calcio 5 mM, 3,125 pL de tripsina 0,2 ug/uL e
20,625 yL de agua Milli-Q) durante 45 min no gelo. Apos esse tempo, foram
adicionados aproximadamente 10 yL do tamp&o de digestdo (para volume final de
50 uL sao necessarios: 25 uL de bicarbonato de aménia 50 mM, 1,25 uL de cloreto
de calcio 200 mM e 23,75 pyL de agua Milli-Q), quantidade suficiente que possa

cobrir o gel, sendo incubado a 37° C (temperatura ideal para atuagéo da tripsina)
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overnight entre 12 e 18 h (CASTRO et al, 2006).

Transcorrido o tempo para digestdo dos spots iniciou-se a extragao dos
peptideos. Foram preparadas uma solucédo estoque e uma solugao matriz, para uso
imediato. A solugao estoque compreende duas matrizes utilizadas para aumentar a
sensibilidade do processo de ancoramento dos peptideos hidrofilicos (DHB) e
hidrofébicos (HCCA) na placa AnchorChip. Para o DHB (2,5 Dihydroxybenzoic acid —
Fluka Analytical) foram pesados 20 mg/mL e misturados em 90 % de acetonitrila e
10 % de acido trifluoroacético 0,1 %, enquanto que o HCCA (acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico — Bruker Daltonics) também foi pesado 20 mg/mL e misturado em 90
% de acetonitrila e 10 % de acido trifluoroacético 5 %. A solugdo matriz foi feita a
partir dessa solugao estoque na proporcéao de 5 partes de DHB do estoque para 15
partes de 90 % de acetonitrila e 10 % de acido trifluoroacético 0,1 %. A mesma
proporgao foi feita para a matriz HCCA, onde se tem 90 % de acetonitrila e 10 % de
acido trifluoroacético 5 %. As duas matrizes foram unidas na propor¢ao de 1:1 com

concentracgéo final de 5 ug/mL.

O preparo das ponteiras Gel Loader e da microcoluna cromatografica com fase
estacionaria poros R2 (Applied Biosystems) seguiu-se ao preparo das matrizes. As
ponteiras tiveram suas pontas amassadas o suficiente para que 10 pL de agua Milli-
Q gotejassem lentamente. Apds esse processo foram colocados 10 pL de
acetonitrila 100 % na ponteira, seguido de 1 pL da solugdo com resina R2 (5 mg da
resina R2 em 500 uL de isopropanol 100 % ou acetonitrila 100 %). Foi acoplada a
ponteira, até entdo com a resina e TFA 100 %, uma seringa que injetou rapidamente
a resina ao longo da ponteira de tal forma que se formou uma coluna de
aproximadamente 2 cm. Durante esse processo a resina compactada na ponta da
ponteira permaneceu imersa em alguma solugdo para que nao ocorresse 0
ressecamento da mesma (THINGHOLM et al., 2006). Preparadas as matrizes e a
ponteira Gel Loader com R2, a amostra que ficou overnight foi retirada da incubagao
a 37 °C e centrifugada por 1 minuto & 30 g. Foi acrescentado 1 yL de TFA 1% e
novamente centrifugado. Antes da amostra ter sido colocada na placa de
AnchorChip, foram passados 10 uL de TFA 1 % pela coluna poros R2 seguido de 20
ML de TFA 0,1 %. A seguir a amostra passou pela resina lentamente, seguida de 20

ML de TFA 0,1 %. A mistura de matrizes (2 pL) permitiu a retirada da amostra
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aderida na resina, formando uma pequena gota, que ao ser encostada na superficie
da placa aderiu na superficie do pog¢o. Depois de secas as amostras foram

submetidas a espectrometria de massa.

417 Espectrometria de massa (MALDI-TOF)

Os espectros de massas das amostras foram obtidos em um espectrémetro de
massa tipo MALDI-TOF-TOF, modelo Autoflex I® (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), em modo positivo e refletor, (fonte de ions 1 = 20 KV) com faixa de
massa de 800 a 3000 (m/z) apds calibragdo externa utilizando uma mistura padrao
de peptideos, pepmix. Os espectros obtidos foram calibrados internamente com
picos originarios da digestdo de queratina e tripsina e editados manualmente com a
selecdo de picos monocarregados e caracteristicos de distribuicao isotdpica. A

edicao foi realizada usando os programas Flexanalysis e Biotools.
4.18 Buscas em bancos de dados

As buscas em bancos de dados foram realizadas através do programa
MASCOT (www.matrixscience.com), usando o banco de dados nao redundante do
NCBI, National Center for Biotechnology Informmation. Os parametros de busca
foram: tolerancia de desvio de massa molecular entre 50 e 200 ppm, espécie Homo
sapiens, maximo de uma clivagem triptica perdida, carbamidometilagdo como
modificacdo constante de cisteinas e oxidacdo de metionina como modificacado
variavel. Os espectros obtidos de acordo com os parametros de busca selecionados

para proteinas de neutrdfilos, foram validados pelos seguintes critérios:

1. Similaridade da massa e pl tedrica e experimental: ao comparar massa e p/ dos
resultados obtidos a partir do pareamento das massas provenientes da digestao
triptica e a obtida no gel bidimensional, observamos uma proximidade dos valores,

provavelmente pelas variagdes do gel bidimensional,

2. Porcentagem de cobertura da sequéncia da proteina: esta relacionado com a
quantidade de peptideos experimentais pareados em relagdo a uma proteina tedrica,

configurado pela porcentagem cobertura da proteina, calculado pelo programa

Mascot.
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3. Score — PMF: o software Mascot realiza uma primeira pesquisa que compara as
massas dos peptideos calculados para cada entrada no banco de dados com um
conjunto de dados experimentais, chamado Mowse. Cada valor calculado que cai
dentro de uma tolerdncia determinada de massa e um valor experimental é

considerado como um maftch.

4. Numero de clivagens perdidas: avaliagcéo realizada de forma manual, observando
os dados fornecidos pelo Mascot, como, a) perda de clivagem coerente, b)

confirmacéao de clivagens perdidas
5- Confirmacéao da oxidacao e acetilagao:

Com base nos peptideos identificados, podemos observar uma sequéncia oxidada e
acetilada , mostrada pelo Mascot e confirmadas com o aparecimento da mesma
sequéncia sem a oxidacao e outra sem acetilacdo. A presenca de ambas as formas
(modificada e ndo modificada) valida a identificagdo.( NEVES, 2010)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Separacao de células e exposic¢ao ao titanio

Apds a adequagao dos procedimentos as particularidades do presente estudo
foi possivel obter neutréfilos com nivel de pureza superior a 97% e viabilidade
superior a 98% verificados por microscopia 6ptica. As separagées obedeceram ao
protocolo de gradientes de PERCOLLR diluido em HBSS nas porcentagens de 70%
e 60%, sendo a alta pureza (97%) avaliada pela contagem diferencial, tendo como
principal contaminante os eosindfilos, cujo tamanho, granularidade e densidade sao
préximos ao dos neutrofilos. Em relagdo ao volume de células de PMNs nosso grupo
ja havia demonstrado média entre 1,5 - 2 x 10° neutréfilos por 3mL de sangue,
variavel para cada individuo (AQUINO, 2008). No presente estudo, resultados
similares foram obtidos em separagées com tubos Falcon cbnicos de 15 mL ( 2 x
10°%/ 3mL de sangue total). Entretanto, a utilizagdo de um protocolo com um volume
de sangue maior (24 mL) com gradientes de 60 e 70% montados em 2 tubos Falcon
de 50 mL com 12 mL de sangue total para cada tubo (conforme gradientes da tabela
1) permitiu a obtencdo de quantidade de células em torno de 1,7 - 5 x 10" PMN's.

A metodologia de exposigédo as nanoparticulas de titanio foi ajustada em varios
ensaios e diversos tempos de exposicdo foram testados, de forma que os tempos
adotados representam tempos de exposicao referidos na literatura e com boa
recuperacao de células viaveis (GONCALVES et al, 2010, GONCALVES; GIRARD,
2011).

5.2 Teste de viabilidade celular com nigrosina- a frequéncia de neutroéfilos vivos

foi alterada apds exposi¢cao as NPs de TiO,, ao longo do tempo.

Os resultados do teste de viabilidade celular utilizando o corante Nigrosina e
analise de células ao microscopio de luz revelaram que a interagado celular com
particulas de TiO; na concentracdo de 200 ug/mL alterou a freqiéncia de células
vivas, em fungao do tempo de exposic¢ao (Figura 14).

Houve efeito significativo do fator Grupo (F+, 4=400,0, p<0,001). A viabilidade média
do grupo controle (98,3+0,2) foi superior a média do grupo Titanio (93,3%0,2),
(p<0,001), ou seja, sem considerar o tempo, a viabilidade do grupo controle foi

maior. Houve efeito do fator tempo (F3, 12=20,163, p=0,005). Isto é, sem considerar o
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Grupo da amostra, ha diferencas entre os tempos de medicdo. O procedimento de
comparagdes multiplas (Bonferroni) mostrou que a média do minuto 1 (98,3+0,3) foi
superior as médias dos minutos 30 (94,8+0,3; p=0,022) e 60 (92,5+0,7; p=0,021) e
nao foi estatisticamente diferente da média do minuto 5 (97,3%+0,6; p=0,868). A
média do minuto 30 foi significativamente superior a média do minuto 60 (p=0,047).
Finalmente, houve também efeito estatisticamente significativo da interagédo entre os
fatores Grupo e Tempo (F3, 12=13,878, p=0,012). A analise pos hoc utilizando testes-t
de Student dentro de cada tempo mostrou que existem diferengas significativas

entre os grupos s6 nos tempos de medigao 30’ (p<0,001) e 60’ (p=0,003).

Viabilidade celular - Nigrosina
100 1
_______________ G-
-4
95 - —e- -Titénio
s - -o- — Controle |
90 - *
85 -
1 5' 30' 60'
Tempo

Figura 14. Média + erro padrao da viabilidade celular em cada tempo de medigao
para cada grupo (1, 5, 30 e 60 minutos). *: TitAnio < Controle, p<0,005. Houve
Diferenca estatisticamente significativa nos tempos 30 e 60 minutos por efeito do

tratamento das células com as NPs de TiO, (200 pg/mL) em relagdo aos controles.

Hussain et al, 2010 demonstrou que em 30 minutos de exposicao de células da
linhagem epitelial bronquica humana (16HBE140) e células brénquicas primarias
humanas a NPs de TiO; (15 nm) houve produg¢ao de ERO, peroxidagao de lipidios e

desestabilizacdo das membranas de lisossomos, liberacdo de catepsina B. A
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ativacdo de caspase-8 e caspase-3/7 ocorreu respectivamente apds 1 e 2 horas
resultando em fragmentagcdo de ADN e apoptose apds 4 horas de interagdo com as
NPs do metal (HUSSAIN et al., 2010). Por outro lado Gongalves et al., 2011
demonstraram que as NPs de TiO; (50-100 ug/mL) tiveram um efeito antiapoptético
sobre neutrdfilos incubados, apés 24 horas (GONCALVES et al., 2010). Da mesma
forma Hedenborg (1988) utilizando uma concentragdo de 200 ug/mL néo observou
apoptose dos neutréfilos (HEDENBORG, 1988). Nesse estudo observou-se que a
viabilidade celular teve um diferenca estatisticamente significativa em relagado aos
controles a partir do tempo 30 minutos de exposicdo as NPs de TiO,. Esse resultado
demonstra um efeito significativo na diminuicdo da frequéncia de células vivas das
NPs de TiO; nos neutrdfilos na concentragao de 200 ug/mL em comparagao com 0s
controles, mantendo uma taxa em torno de 85 % de neutrdfilos viaveis no tempo 60
minutos. Essa reducdo (maximo de 13%) na taxa de células viaveis indica a
necessidade de analise da interagao dos neutrofilos com as NPs de TiO, em tempos
de exposicdo maiores, para se verificar a tendéncia de aumento das taxas de

apoptose na mesma concentracao utilizada.

5.3 Morfologia dos neutréfilos

5.3.1 Neutrdfilos tratados com NPs de TiO; alteraram sua morfologia ao longo do

tempo.

A figura 15 mostra imagens de microscopia de luz comparando neutréfilos ndo
expostos a NPs de TiO; (A, B, C, D) e neutrdéfilos expostos a NPs de TiO; (E, F, G,
H) apés 1 minuto (A e E), 5 minutos (B e F), 30 minutos (C e G), 60 minutos (D e H),
respectivamente. Os neutrofilos quiescentes e aqueles incubados com TiO, na
concentragdo de 200ug/mL foram corados com solugao de Wright e analisados por
microscopia de luz.

As células nao tratadas mantiveram uma uniformidade da morfologia esférica
celular ao longo do tempo. Por outro lado, os neutréfilos tratados por NPs de TiO;
demonstraram alteragdes na morfologia celular de forma tempo dependente (1, 5, 30
e 60 minutos). Nesse grupo, o tempo 1 minuto mostrou morfologia semelhante a dos
controles, com formato esférico e muitas células apresentavam NPs de TiO; na

superficie da membrana plasmatica (Figura 15-E). Essa rapida interacédo, apos
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contato com a membrana celular, também foi relatada por Herant et al., (2005) com
esferas recobertas por imunoglobulinas e soroalbumina. As esferas com raios
maiores que 3 um rapidamente foram fagocitadas pelos PMNs apds contato e
adesao. Guduru (2011) correlacionou a interacdo de NPs carregadas positivamente
na membrana celular com a formagao de nanoporos, rompimento da membrana e
deficiéncia da comunicagao celular pela adesao na superficie (GUDURU, 2011;
KIRCHNER et al.,, 2005). Entretanto, alteragbes na morfologia celular foram
observadas ja no tempo 5 minutos e tornaram-se marcantes nos tempos 30 e 60
minutos. Foi possivel visualizar por microscopia de luz os aglomerados/agregados
de NPs de TiO; nas células (Figura 15- F, G, H).

As células tratadas e as nao tratadas apresentaram nucleo azul/réseo escuro
seguindo o contorno da célula com 3 a 5 I6bulos. O citoplasma tinha coloragéo rosa
palido com granulagdes que variaram do rosa ao azul claro, sendo mais intenso nas
células tratadas com NPs de TiO, . Esporadicamente, nos tempos 30 e 60 minutos
encontrou-se algumas células que apresentavam imagens de inumeros aglomerados
de NPs relacionadas a picnose e reducao do volume celular (Figura 15- G). Nao
foram observadas imagens de caridlise (que consiste na perda de coloragcéo nuclear
em decorréncia da extensa fragmentagao cromatinica) ou de cariorrexe (perda dos
limites nucleares, com esporadicas aglomeragdes de cromatina na membrana

nuclear) nos tempos analisados.
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Figura 15- Imagens da morfologia dos neutréfilos nos tempos 1, 5, 30 e 60 minutos,
nos controles (A, B, C e D) e apds exposicéo a NPs de TiO; (E, F, G e H), analisados
por microscopia de luz e coloragdo de Wright. As alteragdes da morfologia celular
sdo marcantes nos tempos 5, 30 e 60 minutos (F, G e H). Algumas células
apresentavam grandes aglomerados de NPs de TiO, com picnose e redugdo do
volume celular (G- seta branca). As imagens das interacbes dos
aglomerados/agregados de NPs de TiO, puderam ser vistos nos tempos 1, 5, 30 e

60 minutos (E, F, G e H- setas pretas)
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5.3.2 Neutréfilos alteraram sua morfologia, apresentaram extensdes
tubulovesiculares, vesiculas e poros na membrana apos interacdo com

NPs de TiO2, ao longo do tempo.

A figura 16 mostra imagens de MEV comparando neutréfilos ndo expostos a
TiO2 (A, B, C e D) e neutrdfilos expostos a NPs de TiO; (E, F, G e H). Apds 1 minuto
(A e E), 5 minutos (B e F), 30 minutos (C e G) e 60 minutos (D e H),
respectivamente.

Os neutrdfilos do grupo controle apresentaram um aspecto esférico ao longo
dos tempos analisados e a presenga de microvilosidades foi uma caracteristica
marcante da superficie celular nos tempos analisados nesse grupo (Figura 16- A).
Lannan et al (1992) evidenciaram que a morfologia dos neutréfilos no estado
quiescente exibe uma forma caracteristica esférica e irregularidades na membrana
celular com numerosas dobras (microvilosidades) em sua superficie (LANNAN et al.,
1992). O aumento da area da membrana citoplasmatica dos neutrofilos esta
diretamente relacionado com as dobras e vilosidades, que representam um
reservatorio de membrana para a célula. Assim durante deformagdes que exigem
um aumento na area como no processo de fagocitose, a membrana aumenta sua
area total a partir desse reservatorio, suavizando as microvilosidades, conferindo a
célula superficie plana e de aspecto liso (FINGER et al., 1996; HERANT et al.,
2005).

Entretanto, os PMNs em contato com NPs de TiO; sao estimulados e alteragdes
na morfologia celular sdo observadas, relacionadas com as modificacbes ocorridas
na membrana e no citoesqueleto pela organizagao das fibras de actina (TAMURA et
al., 2004). Essas modificagdes foram observadas neste estudo nos tempos 5, 30 e

60 minutos de interagcéo das células com as NPs (Figura 16- F, G, H).

No tempo 1 minuto, embora as células apresentassem morfologia com formato
esférico, muitas imagens de células mostraram aglomerados de NPs aderidas na
superficie da membrana, as quais demonstraram forte adesdo. Apesar dos
procedimentos de sucessivas lavagens (PBS, HBSS) as NPs permaneceram
aderidas a superficie celular (Figura 16- E). Esse fato pode estar associado com o
aumento da rigidez celular, considerando-se que os resultados de espectroscopia de
forca atbmica demonstraram na comparacdo das médias do parametro maximum

loading force entre controle e neutréfilos tratados com NPs de TiO; que houve
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diferenga estatisticamente significatica apenas no tempo 1 minuto, indicando
aumento da rigidez celular, nesse tempo. Corroborando esse dado, Herant et al.,
(2005) demonstraram que neutréfilos estimulados com particulas de poliestireno
apresentavam aumento da tensdo cortical da membrana celular e progressiva
rigidez de sua superficie, bem como das estruturas do citoesqueleto. Em ensaios de
fagocitose os autores demonstraram que a interagdo dos neutrofilos com esferas de
poliestireno (didmetros de 2 ym, 3 ym, 4,5 ym, 6 um, e 10 uym) incubadas com
soroalbumina (BSA) e com imunoglobulinas policlonais de coelho sempre resultou
em quase imediata firme adeséo das esferas (em segundos) a superficie da célula e
que a fagocitose de particulas maiores que 3 um ocorria logo apés o contato intimo
com a membrana celular (HERANT et al., 2005).

As alteragdes da morfologia celular ap6s exposigao a particulas de TiO;, nao foi
uniforme no tempo 5 minutos, observando-se células com intensa modificagcdo da
sua forma e células com formato esférico, demonstrando diferentes padrdes de
estimulacédo (Figura 16- F). Isto pode relacionar-se com substrato, pH, agregacéao
das NPs e o grau de estimulagdo da célula. Oakes et al.(2009) afirmou que a
eficiéncia quimiocinética da migracao dos neutréfilos € maior em substratos mais
rigidos. Por meio de polarizagao e repetitivos ciclos de expansao, adesao, contragao
e reexpansao (ciclos de modificagdo da forma: corpo, lamelipédia, uropddia) os
neutréfilos sdo capazes de migrar através de varios ambientes extravasculares em
um curto periodo de tempo, interpretando varios sinais extracelulares a partir de uma
variedade de fontes (ex: TiOy), para dirigir sua migragao (OAKES, 2009). Intensa
ativagdo celular no tempo 5 minutos foi observada com imagens frequentes do
glicocalice recobrindo a membrana plasmatica (Figura- 17). Essa matriz extracelular
composta de glicolipidios, esfingolipidios, glicoproteinas e proteoglicanas, protege a
célula contra agressodes fisicas e quimicas, retém nutrientes e enzimas e participa da

comunicacao intercelular (SABRI et al., 2000).

Um aspecto importante a ser discutido diz respeito a influéncia da concentracao
e tamanho das NPs e as alteragbes da morfologia celular. Gongalves et al., (2010)
mostraram que concentragdes de NPs de TiO; acima de 20 ug/mL (0-100 ug/mL)
promoveram deformagdes marcantes na morfologia dos neutréfilos com retardo na
apoptose em 24 hs (GONCALVES et al.,, 2010). Kumazawa et al., (2002)

demonstraram por MEV que somente particulas de TiO, com 1 a 3 um foram
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fagocitadas por neutréfilos. A membrana celular dos PMNs expandiu em solugdes
com concentracdao de 10 ppm de TiO, e a superficie tornou-se mais complexa
promovendo expansdo da membrana em comparagdo com O grupo controle
(KUMAZAWA et al., 2002). Da memsa maneira, Tamura et al., (2002) afirmaram que
particulas de TiO, com 2 um tornaram a superficie celular lisa enquanto particulas
de 10 a 45 pym ou maiores promoveram pouca alteragdo na morfologia celular
(TAMURA et al., 2002). Watari et al. (2009) observaram deformagdes celulares e
fagocitose em NPs de TiO, com 500 nm enquanto particulas maiores que 10 um néo
foram fagocitadas (WATARI et al., 2009). As NPs de TiO; neste estudo tiveram
didmetro hidrodindmico médio em torno de 200nm e concentragdo de 200 ug/mL, o
que de acordo com Watari et al., (2009) aumenta sobremaneira a area de superficie
especifica das NPs possibilitando acentuada reatividade quimica e toxicidade o que
pode ter influenciado os resultados de viabilidade celular onde as NPs de TiO, na
concentragdo de 200 ug/mL alteraram a frequéncia de células vivas, em fungao do
aumento do tempo de exposigcdo (30 e 60 minutos), (Figura 14). Entretanto
Gongalves et al.,, (2010) afirmaram que NPs de TiO, ativaram neutréfilos em
concentragbes de 0-100 pg/mL, bem como nao observaram necrose em
experimentos cinéticos por 24 hs. Em ensaios com concentragdes = 20 ug/mL as
NPs de TiO, inibiram a apoptose de neutrdfilos de forma dependente da
concentragao, por igual periodo de 24 horas (GONCALVES et al., 2010).

Um aspecto morfolégico observado nos tempos 30 e 60 minutos de exposigéao
as NPs de TiO;, foi a presenga de extensdes tubulares (nanotubos, citonemas,
extensbes tubulovesiculares), (Figura 16- G e Figura 18- | e J). As extensdes
apresentavam dois aspectos morfoldgicos, conforme aqueles enunciados por
Galkina et al (2001, 2009, 2012): (1) extensdes tubulovesiculares altamente
dinamicas e flexiveis com as extremidades ndo aderidas ao substrato (rompem-se
facilmente com os procedimentos de manipulacdo das amostras, como por
exemplo:lavagens), (Figura 16- G), (2) extensdes retilineas com extremidades
planas ou achatadas, conectando as células ao substrato ou a células vizinhas a
grandes distancias (Figura 18- I, J). As extensdes podem representar mecanismos
utilizados pela célula para adesao (ferramenta para ligagdo intercelular e
apreensdo), sensorial, transporte, bactericida e comunicagédo, tornando-se mais
abundantes em numero e comprimento, de forma tempo dependente (GALKINA et

al., 2001). Podem ainda participar da captacao de particulas para fagocitose
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mediada fundamentalmente por Oxido Nitrico endégeno ou exdgeno (GALKINA et
al., 2009).

Os resultados obtidos por MEV demonstraram, nos tempos de 5, 30 e 60
minutos, imagens compativeis com vesiculas (bolhas) na superficie da membrana
celular (Figura 18- L, 60 minutos) as quais nao foram observadas no grupo controle,
nos respectivos tempos analisados. Essas vesiculas tém sido associadas com injuria
e morte celular. A Zeiose (vesiculas ou bolhas) € uma protuberancia irregular na
membrana plasmatica de uma célula causada pela dissociagao localizada dessa
membrana do citoesqueleto. A formagao de vesiculas na superficie da membrana
plasmatica tem funcbes importantes em varios processos celulares, incluindo a
locomogéo celular, divisao celular, injurias por tensdes fisicas (ex.: NPs) ou quimicas
e apoptose (ANGUS et al., 2008; CHARRAS, 2008; CHARRAS et al., 2008).

Levando-se em consideracao os resultados aqui obtidos e a intensa distribuigcao
de vesiculas na superficie das células, em tempos diversos (5, 30 e 60 minutos)
pode-se pressupor que as NPs de TiO, promovem uma acao téxica na superficie da
membrana apos estimulacdo. Durante a interacdo com NPs metalicas as células
podem apresentar zeioses na superficie da membrana celular, sugestivas de injuria
oxidativa (RANA, 2008). Comparativamente, Finch et al., (1987) analisaram a
interagcdo de macréfagos alveolares pulmonares com NPs de TiO,, NisS; e
nanoesferas de vidro. Utilizando microscopia de luz, de varredura e de transmisséao
avaliaram a viabilidade celular, a composicdo das NPs, bem como a morfologia
celular. Como resultados, observaram diferentes estagios de alteragbes da
superficie da membrana celular, incluindo a formacdo de zeiose com inumeras
vesiculas , nanoporos, desgranulagao e morte celular (FINCH et al., 1987). Recentes
trabalhos detalhados, de Hussain et al. (2009 e 2010) revelaram que células da
linhagem epitelial bronquica humana (16HBE140) e células brénquicas primarias
humanas expostas a NPs de TiO; (15 nm) e de carbono black CB (13 nm) exibiram
aspectos morfologicos (reducdo do volume celular, vesiculas ou bolhas (zeiose)
condensagao periférica de cromatina e formacado de corpos apoptéticos) e
bioquimicos (ativagao de caspases e fragmentagdo do ADN) de apoptose (HUSSAIN
et al., 2009; HUSSAIN et al., 2010). Babiychuk et al., (2011) afirmaram que as
vesiculas podem atuar como areas de protegdo nos segmentos de membrana com
injuria e sdo seladas por tampao de anexina A1- a Ca** e proteina de ligacdo de

membrana (BABIYCHUK et al., 2011). Dessa forma as vesiculas observadas nos
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ensaios realizados podem representar uma barreira as NPs ou uma resposta celular
com liberagao de proteinas (ex.:lactoferrina, lipocalina, mieloperoxidase, catepsina G
e defensinas) pelos granulos citoplasmaticos para a superficie do plasmalema. Outro
fato a ser considerado € que a localizagcao das vesiculas foi predominante na area
da uropddia e pouco ou ausente na area da lamelipddia (Figura 18- L). Isto
corrobora com os achados de Grinnel, (1982), que observou a formagcao de
vesiculas na regido da uropddia de neutréfilos na superficie de fibras de colageno,
em ensaios de migracdo. Quando essas vesiculas estavam presentes o movimento
da célula cessava e a lamelipddia fina e plana dava lugar a uma pseudopddia
(GRINNELL, 1982). Essas vesiculas apresentavam na parede interna um citoplasma
cortical periférico (composto por uma rede densa do citoesqueleto) continuo a
membrana citoplasmatica (externa) voltada para o citosol, por onde poderia ocorrer

a exocitose de organelas (SENDA et al., 1975).

Outra consideragdo morfologica diz respeito a possibilidade de formacéo de
poros na membrana apos a queda dos citonemas ou pela agdo da NPs de TiO,
como vistos nas Figura 18- K e L. Correlacionando a nanoporos Galkina et al.,
(2009) enfatizaram que as extensdes tubulovesiculares (citonemas) podem ter duas
caracteristicas 1- formacdo a partir da membrana plasmatica 2-. extrusdes
provenientes de invaginagdes do corpo da célula e que apds sua separagao dessa
superficie da lugar a uma depressao cujas estruturas sao semelhantes a poros
(porossomos), representando cavidades circulares de 0,4 a 1,2 um de diametro,
contendo 3 a 4 depressdes, cada uma com 100 a 150 nm de didmetro (GALKINA et
al., 2009). Conforme evidenciado por Jena (2004) essas depressbes podem ser
consideradas a fusdo de poros onde as vesiculas secretoérias e granulos fundem-se
e depositam seu conteudo na membrana (JENA, 2004). Conforme demonstrado pela
Figura 16- G, as extensdes tubulovesiculares (citonemas) sédo vulneraveis aos

procedimentos laboratoriais para MEV.

Da mesma maneira como citonemas estao relacionados a poros, as NPs de
TiO, podem relacionar-se com o aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica pela formacdo de nanoporos ou até do rompimento completo da
membrana. Como ja dito anteriormente os resultados observados na (Figura 18- K,
L) nos tempos 30 e 60 minutos demonstraram a presenga de poros na membrana
plasmatica. A formacao de poros por NPs na membrana foi proposta por Mecke et

al. (2004), usando microscopia de forga atdmica (MECKE et al., 2004). A formagéao
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desses nanoporos aumenta a permeabilidade da membrana e pode ainda ocorrer a
captacédo das NPs por endocitose ou por difusdo. O transporte de NPs de ouro (39
nm) foi demonstrada em odcitos de Xenopus, onde a velocidade de transporte
dependeu do tamanho das nanoparticulas (PANTE; KANN, 2002). Ja foi
demonstrada a ruptura da integridade da membrana plasmatica quando tratadas
com NPs contendo grupos carregados positivamente (tal como polimeros:

polietilenamina e poliamidoamina) nas suas superficies (HONG et al., 2004).

Figura 16- Microscopia Eletronica de Varredura de Neutréfilos Controles A, B, C, D.
Neutrdéfilos ativados por NPs de TiO; (200 ug/mL E, F, G, H. Tempos nas duas
condigdes: 1 (A e E), 5 (B e F) 30 (C e G), 60 minutos (D e H) A: superficie da
membrana com microvilosidades. G: extensdes tubulovesiculares (citonemas). E, F,

H: nanoparticulas de TiO, e células com deformagcdo da morfologia.
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Figura 17- Imagem por Microscopia Eletronica de Varredura de neutréfilos ativados

por NPs de TiO, (200 pg/mL) durante 5 minutos. Presenga de Glicocalice na
membrana na regido da lamelipdédia (seta dupla) e remanescentes das

microvilosidades superficiais ou vesiculas (seta unica).
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Figura 18- Imagens de neutrdfilos ativados por NPs de TiO, (200ug/mL) durante 30
minutos; (I, J) extensdes tubulovesiculares (citonemas), setas brancas; (K, L)
nanoporos, (setas pretas); (L) vesiculas na superficie da membrana na regido da

uropddia, setas brancas. As imagens representam trés experimentos analogos.
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5.3.2.1 NPs de TiO, foram detectadas em neutrdéfilos apds analise elementar
por dispersao de raios-X.
A analise elementar e o mapeamento das amostras foram realizadas por

energia dispersiva de raios-X (EDX, EDS).

A Figura 19, mostra a imagem representativa das células estimuladas por NPs
de TiO; (30 minutos), o espectro obtido por EDX de duas células (pontos 1 e 2) e
uma tabela com os elementos detectados com suas intensidades. Foram detectados
os elementos C, O, Na, Mg, O, Al, Si, Au e Ti. Os elementos Na, Al e Si foram
originados das solugdes, laminulas e do substrato, Au da metalizagdo das amostras
para aumentar a condutancia para MEV. Os espectros de EDS confirmaram a

presenca de Ti, nas células.

Ponto1

Elemento  Contagem PesoElem. % Atdmica  Formula
rede %
CK 558 2.39 6.88 c
OK 4194 17.88 38.56 o)
Na K 3513 499 7.48 Na
Mg K 1328 1.59 2.26 Mg
AlK 365 0.39 0.49 Al
SiK 25887 26.85 32.99 Si
CakK 2292 462 3.98 Ca
Ti (K)* 73 0.21 0.09 T
(k)2 63 0.15 0.15
AuM 15989 4108 7.20 Au

Figura 19- Espectro obtido por EDX de duas células, detectando os elementos Au,
C, Na, Mg, O, Al, Si, e Ti. Sédio, Al, Si, originados do substrato, laminulas e
solucbes, Au da metalizacdo das amostras para MEV, no tempo 30 minutos.

(Representativo das médias de 3 experimentos).
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5.3.3  Neutrdfilos alteraram sua morfologia e internalizaram NPs de

TiO2 por analise de Microscopia de Transmissao

A morfologia dos neutréfilos e a distribuicdo dos agregados de nanoparticulas
de TiO, foi analisada por microscopia de transmissao, nos tempos 5 e 60 minutos e
comparada com seus respectivos controles (figura 20- A, B, C e D) e a figura 21
representa a interagao das NPs de TiO, no tempo 5 minutos ( E, F, G e H). No grupo
controle as células apresentaram aspecto esférico com microvilosidades na
superficie da membrana e a presenga de organelas subcelulares distribuidas no
citoplasma. Um grande numero de granulos primarios (azurofilicos) foram vistos no
citoplasma, distribuidos uniformemente, apresentando tonalidades de cinza claro a
escuro com diferentes formatos aos 5 e 60 minutos (Figura 19- A e B). Esse fato foi
evidenciado por Saito et al.,, (1998) que demonstrou por MET com coloragéo
(immunogold stainning) com NPs de ouro (10-15 nm) e anticorpos para
Mieloperoxidase em neutréfilos quiescentes que havia predominancia dos granulos
primarios (mieloperoxidase positivos), os quais eram heterogéneos na sua forma,
tamanho e densidade com 300 a 800 nm de didametro (SAITO et al., 1998).

A figura 20 em C, D (5 e 60 minutos) e a Figura 21 em E, F, G e H (5 minutos)
demonstram as marcantes alteragdes ocorridas na ultraestrutura celular apos o
tratamento dos neutréfilos com NPs de TiO,. Para caracterizagao, os agregados de
NPs aparecem com uma imagem de diminutos pigmentos de coloragdo escura na
Figura 21- E, F, G, H (setas pretas). Aos 5 minutos observou-se intensa modificagao
da morfologia com as células apresentando perda das microvilosidades da
membrana celular e estagios morfolégicos diferentes, decorrentes do aumento de
sua area (Figura 20- C1 e C2). Tal achado pode relacionar-se com diferentes
momentos de ativacdo dos PMNs, dimensbdes e forma das particulas, a area
superficial especifica, a concentragao, a polidispersibilidade e diversos parametros
do meio (pH/concentragao idnica, composicao, etc.), (JIANG et al., 2008; PEREIRA,
2010). Valant e Drobne (2011) compararam os efeitos de diferentes concentragdes
de NPs de TiO, (1,10,100,1000 pg mL™") e particulas com 10 e 30 nm, sobre o
epitélio glandular digestivo de crustaceos (Porcellio scaber). Os resultados
demonstraram que o tamanho primario das particulas (10 nm) e a area superficial
estavam relacionados com o efeito biolégico. Particulas maiores, com tamanho
primario de 30 nm também desestabilizaram significativamente a membrana celular ,
mas apenas em altas concentragdes de 100 ou 1.000 ug mL™'(VALANT ; DROBNE,
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2011).

A figura 21 mostra a presenga de agregados de NPs de TiO; no interior da
membrana plasmatica no tempo 5 minutos (E, H). Os mecanismos de endocitose
das NPs de TiO, ainda sédo controversos, mas citam-se fagocitose mediada por
clatrina (preferencial), por caveolina, via independente de clatrina/caveolina,
macropinocitose e difusdo passiva pela membrana, (GEISER et al., 2005, ARORA et
al., 2010). Busch et al., 2011 mostraram que NPs de TiO, foram captadas em 60
minutos, por diferentes tipos celulares fagocitos ou nao fagocitos (queratinécitos
humanos-HaCaT, células epiteliais de adenocarcinoma de pulmé&o- A549, linhagem
celular de monécitos- THP1, linhagem de células oligodendroglial de rato- OLN93,
mondcitos e linfocitos primarios) por diferentes mecanismos de captagdo e
localizaram-se no citoplasma no interior de vesiculas lisossomais (lisossomos),
(BUSCH et al., 2011). Neste estudo a captacao foi constatada nas imagens de MET
dos neutréfilos na Figura 21- E e H. Ainda foram observados agregados de NPs
particulas livres aderidos ou proximos a membrana plasmatica (Figura 21-E, F, G e
H). Nesse tema, Scherbart et al. (2011) ressaltaram que a endocitose de TiO, por
macrofagos pulmonares (NR8383 rat) ocorreu por fagocitose dependente de actina,
macropinocitose bem como vesiculas revestidas de Clatrina em NPs finas (> 100
nm) e que a captagado das NPs ultrafinas (< 100 nm) ocorreu preferencialmente por
interacdo com FcylIR (CD32), (SCHERBART et al., 2011b). Entretanto, Geiser et al.,
(2005) observaram que a captacao de particulas ultrafinas de ouro e poliestireno (<
100 nm) nao ocorreu por processos de endocitose conhecidos mas por difusdo ou
interagbes de adesao, em macréfagos pulmonares de suinos e hemacias humanas
(GEISER et al., 2005). O tamanho das particulas € um parametro primordial quando
se considera a analise das interagdes celulares com NPs. De acordo com Watari et
al., (2009), o aumento da area de superficie especifica nos nanomateriais provoca
aumento acentuado da reatividade quimica e toxicidade em materiais solUveis ou em
suspensdes. As dimensbes das particulas determinam sua interatividade nos
sistemas biolégicos. Os materiais no interior desses sistemas tornam-se
biointerativos quando seu tamanho esta abaixo do tamanho das células, ou seja
cerca de 10 um ou inferior e conduz a conversao das fungdes bioldgicas (WATARI et
al., 2007). Esses autores ainda destacaram os tamanhos criticos dos materiais em
relacdo a transicdo entre bioreatividade e a caracterizacdo do comportamento

bioinerte: o tamanho critico do nanomaterial significa que abaixo de 200 nm ele
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torna-se invasivo as estruturas do organismo levando a incapacidade de
reconhecimento do nanomaterial pelo sistema imune (WATARI et al., 2007,
WATARI et al., 2009). Da mesma forma, Hamilton et al., (2009) demonstraram em
ensaios com macrofagos alveolares interagindo com nanoesferas (60~200 nm) e
nanofitas (60~300 nm), in vivo e in vitro (viabilidade celular, citocinas e catepsinas,
producdo de EROs, citometria de fluxo, MET e MEV) que a citotoxicidade do
nanomaterial (ex.:TiO;) depende mais do seu tamanho do que da sua composigao,
levando a uma inabilidade dos macrofagos em reconhecer e "sequestrar" as NPs no
interior de lisossomos (funcionais) no meio intracelular (fagocitose
frustrada/processo celular defectivo), resultando em liberagdo de catepsina B e
formagao de um inflamassomo (HAMILTON et al., 2009). A captacao das NPs TiO;
mediada por uma via independente da organizagdo do citoesqueleto (fagocitose)
envolvendo a ativagao do inflamossomo NRLP3 com secrec¢ao de IL-13 e IL-1a foi
demonstrada em queratinécitos e macrofagos por Yazdia et al., (2010), (YAZDIA et
al., 2010).

As imagens da figura 21- E, F, G, H mostram a presencga do glicocalice (imagem
de linha escura) na superficie da membrana plasmatica de neutréfilos ativados pelas
NPs de TiO,. O glicocalice tem papel fundamental nos processos de adesao celular
intercelular ou a NPs. A modulacdo do glicocalice € um meio fisiolégico de regulagao
da adesao celular , envolvendo um mecanismo de liberacdo de sialidases para
membrana e a inativagao de CD- 32 (FcylIR) e CD- 43 (leucosialina) com aumento
da eficiéncia de adesdo pelas glicoproteinas pela diminuicdo da carga negativa
(SABRI et al., 2000). Grinnel (1982) demonstrou por MET neutréfilos revestidos com
um extenso glicocélice, e NPs de colageno foram, por vezes, observadas aderidas a
essa matriz (GRINNELL, 1982).

Nas imagens das células onde foi possivel uma definicdo morfolégica da
lamelipddia e da uropddia, os granulos citoplasmaticos apareceram deslocados, em
maior numero, desde o centro para a area da uropddia (Figura 20- C1). Grinell,
(1992) observou por MET neutréfilos ativados em substrato de colageno. Na area da
lamelipédia foram observadas dobras e extensdes largas que continham uma rede
cortical densa de citoesqueleto e as organelas celulares foram deslocadas, na sua
maior, parte para o uropddia (GRINNELL, 1982).
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Figura 20- Imagens por Microscopia de Transmissdo de neutrofilos com 5 e 60
minutos de exposicdo a NPs de TiO; (A, B, C e D). A e B- imagens de neutréfilos
controles com 5 e 60 minutos, respectivamente, com a presenga de microvilosidades
(setas pretas). C1, C2 e D- imagens de neutréfilos com 5 e 60 minutos de exposi¢cao
a NPs de TiO, (200 pg/mL), respectivamente, com marcantes alteragbes da
morfologia. C 1- maior concentragao dos granulos e vesiculas na area da uropddia
(setas pretas). D-Pseudodpodes precursores de uma vesicula (seta preta). e intensa

coloragao de granulos.
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Figura 21- E, F, G, H- imagens de neutrdéfilos 5 minutos de exposi¢cao a NPs de TiO»
(200 pg/mL) por Microscopia de Transmissao. E, F, G, H- NPs proximas ou aderidas
a membrana plasmatica (setas pretas); G- vesicula aderida a membrana (seta
branca) e aglomerados/agregados de NPs de TiO, aderidos a membrana que ja
apresenta deformacéao (seta preta); E, F, G, H- Glicocalice, aparece como ténue
linha escura, interagindo com aglomerados de NPs (estrelas brancas); E, H-

aglomerados de NPs no interior da membrana plasmatica (trevo branco).



124

54 Avaliagdo da Fagocitose- a fagocitose de NPs de TiO; pelos neutréfilos €

tempo dependente

541 Microscopia de luz

A analise por microscopia de luz demonstrou a potencial capacidade de
fagocitose dos PMNs frente a NPs de TiO; nos tempos 1, 5, 30 e 60 minutos. Os
valores obtidos estdo representados na Figura 22, com média + erro padrao da
porcentagem de células com imagens compativeis com particulas fagocitadas nas
condicbes Experimental e Controle em cada um dos tempos avaliados. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢des (F1,2=4323,063, p<0,001).
O fator tempo também apresentou efeito significativo sobre a porcentagem média de
células com particulas fagocitadas (F3 §=3715,054, p<0,001). O primeiro minuto
apresentou a menor porcentagem de células fagocitarias (p<0,001 em todos os
casos). No quinto minuto a porcentagem foi menor que no minuto 30 (p=0,008). Nao
houve diferengas significativas entre o minuto 30 e 60 (p>0,99). A interagao
Condicdo x Tempo mostrou efeito significativo sobre a porcentagem média de
células fagocitarias (F3 6=3715,054, p<0,001). A andlise pos hoc com ANOVA de
medidas repetidas mostrou que existe diferenga entre os tempos exclusivamente na
condigdo Experimental (F3 =3715,054, p<0,001. O primeiro minuto apresentou a
menor porcentagem de células fagocitarias (p<0,001 em todos os casos). Durante o
minuto 5 a porcentagem foi menor que durante o minuto 30 (p=0,008).

Os resultados demonstram que a capacidade de fagocitose dos neutréfilos tem
uma relagdo tempo dependente ja que houve efeito significativo no numero de
células fagocitarias ao longo do tempo, atingindo uma estabilizagcdo nessa
capacidade nos tempos 30 e 60 minutos. A média do tempo 1 minuto apresentou
diferenga significativa em relagdo aos tempos 5, 30 e 60 minutos e isto pode ser
atribuido ao tempo necessario para o reconhecimento do antigeno (NPs de TiO3), o
estimulo para organizagcdao do citoesqueleto, montagem do complexo NADPH
oxidase, adesdo e inicio da fagocitose. Entretanto, Herant et al., 2005 demonstraram
que particulas com raio maior que 3 pym foram fagocitadas imediatamente apés o
contato dos neutréfilos com microesferas revestidas com imunoglobulina e aquelas
esferas com raio menor (=1,2 um) a fagocitose iniciou 15 minutos apds a adeséao.

Em outro ensaio com MEV observamos no tempo 1 minuto de exposicao,

aglomerados de NPs de TiO, na superficie da membrana dos neutrofilos(
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Figura 21-E). Os resultados demonstram que ha uma correlagao direta significativa
entre a média do numero de células com imagens compativeis com particulas

fagocitadas e o curso de tempo.

Células com particulas fagocitadas

100 ~
%k %k
80 -
60 -
%
40 - = Experimental
=== Controle
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0 -
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Figura 22- Média * erro padrdo da porcentagem de células com imagens
compativeis com particulas fagocitadas nas condi¢des Experimental e Controle em
cada um dos tempos avaliados. *: Primeiro minuto menor que os outros tempos. **:

diferenca significativa entre o Quinto minuto e os tempos 30 e 60 minutos.

5.4.2 Neutrdfilos alteraram intensamente sua morfologia e migraram para

fagocitar aglomerados de NPs de TiO, por Videomicroscopia.

Os experimentos de Videomicroscopia realizados conforme descritos na
metodologia demonstraram que as NPs (aglomerados) de TiO, estimularam os
PMNs e promoveram deformagédo da morfologia e migragao celular. A ativacédo de
vias de fagocitose ocorreu mesmo sem a opsonizagao das NPs de TiO,.

Uma rapida mudanga na morfologia celular ocorre em resposta ao estimulo das NPs
de TiO2 sugerindo que os neutrdfilos polarizam o citoesqueleto e migram para o
mediador inflamatério. Durante um periodo médio de 4 minutos as células
permaneceram estacionarias, podendo-se observar, nessa fase imagem sugestiva
de intenso metabolismo no citoplasma, sugerindo a reorganizagéo do citoesqueleto.
Paralelamente a isto verificou-se no perimetro externo da membrana a formacao de

imagens semelhantes a vesiculas ou bolhas denotando intensa atividade metabdlica
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ou fagocitose de NPs, cuja visualizagdo é limitada devido a resolugdo do
microscopio o6ptico. O movimento de quimiocinese das células foi aleatério e
constante em dire¢cao ao gradiente de aglomerados/agregados de NPs de TiO,, mas
uma vez ativada sempre apresentou a morfologia com uma area de lamelipddia
(com grande mobilidade) e outra de uropddia bem definidas. Oakes et al., (2009)
observaram movimentos lineares e aleatérios em neutréfilos sobre géis de
poliacrilamida recobertos com fibronectina, percorrendo maior distancia em
substratos rigidos (OAKES et al., 2009). A taxa de migracgao celular (quimiocinética)
de uma célula para cada experimento (triplicata) foi de 336 + 42 um/h. Sabe-se que
a taxa de migragao para fMLP foi de 390,0 £ 35,2 um/h, IL-8 de 428,9 £ 94,9 uym/h e
inibidor "m" de calpaina 228,3 + 86,9 um/h (LOKUTA; NUZZI; HUTTENLOCHER,
2003).

55 Avaliacdo da Ativacao de Neutrofilos

5.5.1 Neutrofilos ativados com NPs de TiO2 e quiescentes apresentaram
valores equiparados de expressao dos receptores de adesao de
membrana CD-62L e CD-11b.

A expressao das moléculas selectinas e integrinas na superficie de neutrofilos
esta relacionada com as propriedades de adesdao dos PMNs. A marcacdao da
superficie de neutréfilos humanos que foram estimulados com NPs de TiO, na
concentragédo de 200 ug/mL durante 30 minutos in vitro demonstrou, pelo controle da
expressao das moléculas CD-62L e CD-11b, que n&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre o ativador TiO, e os controles em ambos os
marcadores (anti-CD-11b e anti-CD-62L).

A figura 23 mostra a comparagdo dos valores medidos de intensidade de
fluorescéncia do marcador anti-CD62L entre controles, neutréfilos estimulados com
NPs de TiO, e fMLP. A média da intensidade de fluoréscencia das amostras tratadas
com TiO, foi similar aquela observada nos controles, demonstrando que os
agregados de NPs nao utilizam a via das selectinas para adesao a membrana ou a
captacédo ocorreu por difusdo passiva como enfatizado por Geiser et al., (2005),
(GEISER et al., 2005) e Arora et al (2010), (ARORA et al., 2010). Entretanto a
marcagao com anti-CD-62 L mostrou que o grupo TiO, apresentou diferencga

significativa em relagdo ao neutrdéfilos estimulados com fMLP. Em relagdo a esse
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resultado deve-se considerar que essa glicoproteina transmembranar (tipo I) é
expressa por todos os neutréfilos do sangue. L-selectina interage com ligantes
sialilados expressos pelo endotélio e esta envolvida no rolamento e durante a
ativagao (pode estimular também a ativacéo de integrinas 2) é clivada (enzimatica)
da superficie dos leucdcitos (FERAH et al., 2012). Esse fato pode explicar a menor
abundancia de CD-62L em neutrdfilos ativados. Especificamente, sabe-se que
quimiotaticos como fMLP entre outros (LPS, IL-8, C5a) tiveram efeito inibitério na
expressao de CD 62-L in vitro (LUSCINSKAS et al., 1992). Entretanto, Sabroe et al.,
(2002) demonstraram aumento da expressao de selectinas apds estimulagdo com
LPS (SABROE et al.,, 2002) e em outro estudo semelhante ocorreu aumento de
expressao com fMLP (SABROE et al., 2003). Gongalves et al., 2010 demonstraram
que os neutrdfilos sdo ativados quando estimulados com NPs de TiO,, apresentando
rapida fosforilagdo com a expressao de duas MAPCinases, ERK-1/2 e p38. Smolen
et al., (2000) demonstraram que a transdugao de sinais pelos neutréfilos, como
resultado de agregacgao de L-selectina utiliza p38 MAPK para os efeitos de alteragao
da morfologia, ativacdo das integrinas e liberagdo de granulos secundarios,
terciarios e secretorios (SMOLEN et al., 2000). Apesar disso, os resultados aqui
obtidos ndo permitem afirmar que as NPs de TiO; utilizem essa via para a ativagao

dos neutroéfilos.

Intensidade de Fluorescéncia de anti-CD-62L

v

MH 4

Controle fMLP Ti
Ativadores

Figura 23- A intensidade média de fluorescéncia (MFI) do marcador anti-CD 62L foi
medida por citometria de fluxo apés 60 minutos de incubagcdo nas amostras de

neutréfilos quiescentes,ativados por fMLP e por NPs de TiO,, 200 pg/mL (3x10°
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células para cada ativador). O "Controle" representa os neutrofilos quiescentes (por
30 min); "fMLP" representa os neutrofilos ativados por N-formil-Metionil-Lauril-
Fenilalanina (100 nmol/L), por 30 min; 'Ti" representa os neutréfilos ativados por NPs
de TiOg, por 30 min. A presencga do simbolo (*) representa diferencga estatisticamente
significativa entre "TiO," e "fMLP" (p< 0,037).*MFI é proporcional a quantidade de
anticorpo que se liga as células, quanto maior a MFI, maior é a expressdo de

moléculas na superficie dos neutrofilos.

A figura 24 mostra a comparagdo dos valores medidos de intensidade de
fluorescéncia do marcador anti-CD-11b entre controles, neutréfilos estimulados com
NPs de TiO, e fMLP. A média da intensidade de fluorescéncia das amostras tratadas
com TiO, ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa em relagédo aos
controles e ao grupo fMLP. Todavia, houve diferenga significativa entre as médias de
intensidade de fluorescéncia de neutréfilos estimulados com fMLP e a dos controles.
A expresao significativa de CD-11b pelo estimulo com fMLP pode ser correlacionada
com os ensaios de Anderson et al., (2000) demonstrando que a expressao de CD-
11b foi aumentada em 120% para os neutréfilos controles expostas a esse ativador,
durante 10 minutos, enquanto que o aumento foi de 110% para neutréfilos, que

tinham sido pré-tratados com C3-transferase.

O aumento na expressao de CD-11b em neutrdfilos € considerado um confiavel
marcador de ativagéo celular e migracéo. Entretanto muitas integrinas podem mediar
fagocitose. Beller et al., (1982) destacaram que integrinas aMp; participam da
imunidade inata auxiliando na fagocitose, tendo como ligantes C3b e fibrinogénio
(BELLER; SPRINGER; SCHREIBER, 1982). Neste estudo, n&o foi encontrada
diferenga significativa na expressdao de CD-11b entre o grupo NPs de TiO; e
controle. A analise dos dados nesses dois grupos demonstra que as populagdes
celulares de membranas marcadas com anti CD-11b apresentaram similaridade na
meédia da intensidade de fluorescéncia. Esses resultados podem indicar que a sub-
expressao de CD-11b esta associada ao fato das NPs de TiO, nao ativarem os
PMNSs por essa via. Assim, Eriksson e Nygren, (2001) analisaram a expressao de
receptores de adesao de neutréfilos do sangue total sobre superficies laminadas de
TiO2. Demonstraram que as células aderiram ao titanio, através do receptor Fcylll
(CD-16) ocorrendo inicialmente potenciagdo (priming) transitéria. Entretanto, na

primeira hora de adesao, a selectina-L, a subunidade aM de integrina, e o receptor
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Fcylll apresentaram expressao reduzida. Nao foi observada explosao respiratoria
nos PMNs, mas quando estimulados subsequentemente por zimosan opsonizado
(segundo hit), apresentaram ativagao (ERIKSSON; NYGREN, 2001a). Nesse mesmo
assunto Silva, (2011), demonstrou a reducéo da expressao de selectina-L e CD-11b
na membrana de neutrdéfilos independente da topografia da placa (lisa ou rugosa) e
do tempo de exposicao (SILVA, 2011).

Entretanto, quando considera-se as NPs de TiO, deve-se verificar o que foi
exposto por Hamilton et al., 2010, em razdo do tamanho diminuto das NPs de TiO,
ha uma inabilidade nos macréfagos alveolares, em nao reconhecer as NPs de TiOz e
"sequestrar" essas NPs no interior de lisossomos (funcionais) no meio intracelular
(fagocitose frustrada/processo celular defectivo) o que pode ter levado a sub-
expressao de CD 11b na superficie das membranas dos neutréfilos neste estudo em
razao da captagao das NPs ocorrer com sub expressao das integrinas (HAMILTON
et al., 2009). Afirmacao semelhante foi feita por Watari et al., (2009) enfatizando a
caracterizacao do comportamento bioinerte, onde o tamanho critico do nanomaterial
faz que abaixo de 200 nm ele torne-se invasivo as estruturas do organismo levando
a incapacidade de reconhecimento do nanomaterial pelo sistema imune (WATARI et
al., 2007). Por outro lado, a presenga marcante de pseuddépodes observados neste
estudo por MET sugerem uma via de fagocitose com participagao de Fcylll (integrina
CD-16). Isso foi evidenciado por Dupuy e Caron (2008) que citararam que distintas
Rho-GTPases regulam a polimerizagdo de actina e definem os diferentes fenétipos
de fagocitose. Assim a fagocitose dependente de receptores FcyR (fagocitose tipo 1)
induz a ativagao de Rac-1 e Cdc 42 com formacao de pseuddpodes e aumento das
microvilosidades. Por outro lado, a polimerizagdo da actina, na fagocitose
dependente de integrinas aM, (fagocitose tipo Il) € regulada pela atividade da
proteina RhoA e as particulas sdo captadas sem a geragado de grandes protrusdes
(pseudopodes) da membrana (DUPUY; CARON, 2008).

QOutra via de captacao das NPs de TiO, foi demonstrada por Scherbart et al.,
(2011) evidenciando que em macréfagos alveolares (linhagem NR8383 rat) a
endocitose de particulas finas de TiO, (448,6 -936,6 nm) envolveu a fagocitose
dependente de actina do citoesqueleto, macropinocitose e da formacao de vesiculas
recobertas por clatrina enquanto as nanoparticulas de TiO; ultrafinas (57,5-164,2
nm) semelhantes as deste estudo, foram internalizadas principalmente por FcylIR
(CD 32) e em menor percentual pela via da clatrina (SCHERBART et al., 2011b).
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A expressado diminuida de CD-11b também pode estar ligada a uma via de
captacado recentemente exposta pela literatura, a dos "inflamossomos" (complexo
citoplasmatico multiprotéico (oligomérico). Yazdia et al., 2010 utilizando macréfagos
humanos (linhagem THP1) e NPs de TiO; (anatase, 20 nm ou rutile, 80 nm) e de
SiO2 (15 nm), demonstraram por MET que as NPs (agregadas) estavam livres no
citoplasma sem a presencga de fagossomos ou lisossomos e estimularam (ligaram-
se) a producgdo do inflamossomo NLRP3 (NLR pyrin domain containing 3) e em
cascata IL-1B que estimulou a secre¢do de IL-1 a. A captacdo das NPs foi
independente de lipid rafts, de actina, de caveolina ou de vesiculas recobertas com
clatrina (YAZDIA et al., 2010).

Intensidade de Fluorescéncia de CD11b
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Figura 24 -A intensidade média de fluorescéncia (MFI) por células do marcador anti-
CD-11b foi medida por citometria de fluxo apdés 60 minutos de incubagcédo nas
amostras de neutréfilos quiescentes, ativados por fMLP e por NPs de TiO,, 200
ug/mL (3x10° células para cada ativador). Anti CD-11b foi usado para detectar a
expressado da subunidade aM da integrina. O "Controle" representa os neutrofilos
quiescentes, por 30 min; "fMLP" representa os neutrdfilos ativados por N-formil-
Metionil-Lauril-Fenilalanina (100 nmol/L), por 30 min; 'Ti " representa os neutrofilos
ativados por NPs de TiO; (200ug/mL), por 30 min. O simbolo (*) representa

diferencga estatisticamente significativa entre "fMLP" e "controle" (p=0,036).
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* Anexo B- demonstra a possivel via metabdlicas de fagocitose de NPs de TiO,,

mediada por aM23 utilizadas pelos neutrdfilos.

* Anexo C- demonstra a possivel via metabdlica de fagocitose
de agregados/aglomerados de TiO;

por integrinas Fcylll (CD-16).

55.2 Neutrofilos foram ativados por NPs de TiO, e produziram anion superdxido

pelo teste da reducado do NBT.

Os experimentos realizados permitiram observar a reducdo do NBT por
superoxidos produzidos pelos neutréfilos incubados com NPs de TiO, e os seus
respectivos controles, ao longo do tempo (1, 5, 30 e 60 minutos). Os resultados
obtidos (Figura 25) demonstraram um efeito estatisticamente significativo do fator
condicdo sobre a porcentagem média de células ativadas (F4 2=20183,258,
p<0,001). A porcentagem foi superior na condigcdo Experimental (diferenca média
65,9 + 0,5). O fator Tempo também teve efeito significativo sobre a média de células
ativadas (F3, 6=2288,958, p<0,001). A porcentagem de células ativadas foi menor no
primeiro minuto em comparagdo com os outros tempos (p<0,001 em todos os
casos). A interagdo Condi¢cdo x Tempo exerceu efeito estatisticamente significativo
sobre a porcentagem média de células ativadas (Fs; 6=1218,376, p<0,001). As
analises post hoc mostraram que essa diferenca entre o primeiro minuto e os outros
tempos s6 existiu na condigao TiO, (F3 6=2119,446, p<0,001). Nessa condi¢cédo o
primeiro minuto teve menor porcentagem de células ativadas que os outros tempos
(p<0,005 em todos os casos). O minuto 5 também apresentou média inferior aos
tempos 30 e 60 minutos (p=0,05). Nao houve diferenga entre os tempos 30 e 60
minutos (p=0,343). Ja na condi¢ao controle ndo houve diferenga entre nenhum dos
tempos avaliados (F3, 6=1,545, p=0,326).

Os resultados do teste do NBT demonstraram que as NPs de TiO, promovem
alteracbes enzimaticas com ativacdo da NADPH oxidase e producdo de anion
superéxido. O que ja havia sido demonstrado em particulas de 1-3 um por
Kumazawa et al.,, (2002), Tamura et al., (2002) e Tamura et al., (2004).
(KUMAZAWA et al., 2002; TAMURA et al., 2002; TAMURA et al., 2004). Embora os

metabdlitos de oxigénio gerados pelos neutrofilos sejam necessarios para o
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mecanismo de defesa, esses radicais livres produzidos podem tornar-se citotoxicos,
lesando o neutréfilo e os tecidos ao seu redor (WEISS; LOBUGLIO, 1982), pelo
acesso direto as proteinas intracelulares, organelas e ADN (LI et al., 2003). Esses
radicais liberados podem promover ainda a peroxidacao de lipidios alterando a
estrutura antigénica das membranas (celular, de granulos e vesiculas) conforme
evidenciado por Hussain et al., (2010), que demonstrou NPs de TiO, promovendo
peroxidacao de lipidios e desestabilizacdo da membrana do lisossomos, levando a
liberacado de catepsina B e subsequente ativacdo de caspases e os demais eventos
de apoptose (HUSSAIN et al., 2010).

Como esperava-se a porcentagem meédia de células do grupo controle nao
apresentou diferenga significativa nos tempos avaliados. Entretanto, a condigéo
experimental mudou drasticamente esse panorama ja que houve diferenca
significativa na porcentagem de células com produgdo de anion superéxido a partir
do minuto 5. Mesmo assim deve-se considerar que o minuto 1, embora com
percentual médio estatisticamente significativo (menor) em relagdo aos outros
tempos (5, 30 e 60 minutos), apresentou células com produgao de anion superéxido
indicando que receberam estimulo das NPs de TiO, e portanto com potencial
citotdoxico se deixadas em maior tempo de exposi¢cao as NPs de TiO,. As diferencas
estatisticamente significativas das porcentagens médias entre os tempos 5, 30 e 60
minutos demonstram que a producdo de anion superdéxido ocorre em escala
crescente atingindo um plateau nos tempos 30 e 60 minutos, onde as porcentagens
médias aproximaram-se. Esses dados também associam-se aos resultados obtidos
nos experimentos de fagocitose e de microscopias de varredura e transmissao, onde
observou-se uma correlagdo tempo-dependente nas mudangas morfolégicas e a

fagocitose das NPs.
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Figura 25- Média * erro padrao da porcentagem de neutréfilos ativados apéds
interagdo com NPs de TiO; (200 pg/mL) nos tempos 1, 5, 30 e 60 minutos e os
respectivos controles em cada um dos tempos avaliados. *: Primeiro minuto com

*%.

diferenca significativa em relacdo a todos os outros tempos. diferenca
estatisticamente significativa do Quinto minuto em relagdo aos tempos 30 e 60

minutos.

A figura 26 mostra as imagens das duas condi¢des, controle e experimental
representadas por neutrofilos quiescentes (A, B, C, D) e ativados (E, F, G, e H), nos
tempos 1, 5, 30, e 60 minutos, para avaliacdo da reducao do NBT. Os controles
mantiveram sua morfologia esférica ao longo dos tempos avaliados. A média
percentual dos neutréfilos incubados com NPs de TiO, apresentaram imagens de
inclusdes citoplasmaticas compativeis com a redugado do NBT, significando ativagao
e producao de superoxidos, nos tempos 5, 30 e 60 minutos (Figura 26- F, G e H,
setas pretas). A imagem do tempo 1 minuto da condicdo experimental é
representativa das médias percentuais que apresentaram  diferenca
essaestatisticamente significativa (menor) em relacdo aos tempos 5, 30 e 60
minutos. Os detalhes das da Figura 25- E e H, mostram imagens de

aglomerados/agregados de NPs de TiO; nos neutrofilos.

Finalmente, os dados obtidos corroboram com outros da literatura

demonstrando a producdo de anion superéxido por neutréfilos e que as EROs em
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células expostas a estresse oxidativo por NPs, podem representar o principal fator
relacionado a toxicidade levando a diminuigdo ou ablagao das fungdes celulares por
estresse oxidativo (BARILLET et al., 2010; PETERSEN; NELSON, 2010; PUJALTE
etal., 2011).

Figura 26— Imagens de neutrofilos controles (A, B, C e D) e de neutrdéfilos expostos a
NPs de TiO2, 200 ug/mL (E, F, G e H) analisadas pelo teste do NBT (obtidas por
microscopia de luz). As imagens A e E referem-se a células apés 1 minuto de
exposicao, B e F, apds 5 minutos, C e G, apds 30 minutos e D e H, apds 60 minutos.
As imagens F, G, H demonstram a redugdo do NBT (coloragdo azulada-setas
pretas) nos tempos 5, 30 e 60 minutos e representam a produgcdo do anion
superoéxido. A imagem H (60 minutos) mostra um padrao de dispersédo do NBT no
citoplasma (setas pretas) e aglomerados de NPs de TiO; na imagens H e E (setas
brancas). Foram contadas 100 células, em laminas de vidro, representativo da

triplicata de trés individuos. Aumento 400x.
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5.6 Nanoparticulas de TiO, aumentaram os valores da rigidez e elasticidade
de neutrofilos por Espectroscopia de Forca Atémica.
*Artigo enviado para publicagdo na Revista BMC Biophysics:
Kinetic effects of TiO2 nanoparticles over nanomechanical properties of human
neutrophils assessed by force spectroscopy.
MS ID: 1199179270820583
Author: Everton S Rosa
Journal: BMC Biophysics

Visando determinar os efeitos cinéticos das NPs de TiO, sobre as propriedades
mecanicas dos neutrofilos e as alteragdes morfoldgicas ocorridas ao longo do tempo
(1, 5, 30 minutos) as células foram analisadas por espectroscopia de forga atdmica
e por MEV. As alteracbes nanomecanicas resultantes das interacbes das NPs de
TiO, com neutréfilos mostraram aumento da rigidez e alteragdo da morfologia celular
ao longo do tempo. O tratamento dos PMNs com NPs de TiO, promoveu ainda um
aumento das forcas de atracdo, de adesado, de dissipagdo de energia e da
elasticidade. A investigagao dessas interagdes representa um passo essencial para
esclarecer os mecanismos envolvidos em tratamentos que contém nanomateriais e
a biodistribuicao e biodisponibilidade das NPs nos organismos.

A figura 27 mostra a distribuicdo do didmetro hidrodindmico das NPs de TiO,,
onde aproximadamente 67% das NPs apresentaram em torno de 180 nm (ver tabela
do resumo dos picos), as quais provavelmente comportam-se como as NPs de 200
nm descritas por Watari et al., (2009) as quais interagem com as células do sistema

inato de defesa do organismo.
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10 4 Diameter Volume Width
(nm) (%)

Intensity (%)

6 180.9 67.6 151.40
9.00 22.1 4.66
*] 0.980 10.3 0.22

Hydrodynamic diameter (nm)

Figura 27- Resumo dos picos em relagéao a distribuicdo do diametro hidrodinamico
das NPs de TiO; .

O tamanho das particulas € um parametro primordial quando se considera a analise
das interagdes celulares com NPs. De acordo com Watari et al., (2007, 2009) o
aumento da area de superficie especifica nos nanomateriais provoca aumento
acentuado da reatividade quimica e toxicidade em materiais soluveis ou em
suspensdes. As dimensbes das particulas determinam sua interatividade nos
sistemas biolégicos. Os materiais no interior desses sistemas tornam-se
biointerativos quando seu tamanho esta abaixo do tamanho das células, ou seja
cerca de 10 um ou inferior e conduz a conversao das fungdes bioldgicas (WATARI et
al., 2007; WATARI et al., 2009). Esses autores ainda destacaram os tamanhos
criticos dos materiais em relacao a transicao entre bioreatividade e a caracterizagao
do comportamento bioinerte: o tamanho critico do nanomaterial significa que abaixo
de 200 nm ele torna-se invasivo as estruturas do organismo levando a incapacidade
de reconhecimento do nanomaterial pelo sistema imune (WATARI et al., 2007;
WATARI et al., 2009). Enfatizando essa propriedade Hamilton et al., (2009)
afirmaram que a citotoxicidade do nanomaterial (ex.:TiO2) depende mais do seu
tamanho do que da sua composic¢ao, levando a uma inabilidade dos macréfagos em
reconhecer e "sequestrar" as NPs no interior de lisossomos (funcionais) no meio
intracelular (fagocitose frustrada/processo celular defectivo), resultando em liberagao
de catepsina B e formacdo de um inflamassomo, que pode resultar em resposta
inflamatdria e apoptose (HAMILTON et al., 2009).
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A Figura 16 mostra imagens de MEV comparando neutréfilos ndo expostos a
TiO2 (A, B, e C) e neutrdfilos expostos a NPs de TiO; (D, E, and F) apdés 1 minuto (A
e D), 5 minutos (B e E), e 30 minutos (C e F), respectivamente. Foi possivel observar
alteragdes morfologicas ao longo dos tempos de exposi¢caéo devido a influéncia das
NPs de TiO,. Os neutrdfilos alteraram seu estado quiescente (Figura 16- A, B, e C)
para adquirir uma forma ativada, no intuito de fagocitar NPs (aglomerados) de TiO,
(Figura 16- E, F e G). Ha alguns estudos demonstrando alteragbes morfolégicas
similares as encontradas neste estudo, decorrentes da interacdo de NPs de TiO,
com micro e nanoparticulas, bem como de citotoxicidade demonstrada pelo aumento
de lactato desidrogenase, anion superdxido e citocinas proinflamatérias. Essas
alteracbes foram inversamente proporcionais ao tamanho das particulas
(KUMAZAWA et al., 2002; TAMURA et al., 2002; TAMURA et al., 2004.

Contudo, ha pouco conhecimento em relacdo as alteragbes nanomecanicas de
neutrofilos promovidas pela exposicdo a NPs de TiO,. Assim, a proxima etapa neste
estudo foi avaliar os efeitos nanomecanicos sobre a superficie de neutrdfilos
promovidas por nanoparticulas de TiO,, ao longo de intervalos de tempo pré-
determinados, utilizando a técnica de espectroscopia de forca.

Os resultados de espectroscopia de for¢ca derivam de curvas de forca-distancia
medidas por uma ponteira de microscopia de forga atdbmica com aproximacodes e
afastamentos da superficie da amostra. Este evento € monitorado por um sinal de
laser Optico , o qual reflete da superficie superior reflexiva de um cantilever. Forgas
de atracao, repulsivas, e/ou adesivas podem ocorrer enquanto os movimentos da
ponteira sdo desenvolvidos. O primeiro evento relacionado com a aproximacao da
ponteira envolve forgas de atracéo (interagdes de van der Waals e de capilaridade)
conhecida como snap in, na qual a ponteira salta para estabelecer intimo contato
com a superficie da amostra.

A Figura 28 mostra diferengas estatisticamente significativas das medidas de
snap in entre controles e os neutrofilos tratados com NPs de TiO, apds 1 e 5 minutos
de exposicado. A exposicao as NPs de TiO, provocaram um aumento nas medidas
das forgas de snap in quando comparadas com os controles. Esses resultados foram
relacionados com as alteragbes morfolégicas apds estimulagdo dos neutrdfilos,
como observado na Figura 16. O grupo controle teve um aumento tempo-
dependente nos valores das medidas das forgas de snap in de 1 a 30 minutos.,
enquanto as células expostas mostraram aumento nesses valores de 1 a 5 minutos.

Além disso, diferenca estatisticamente significativa (P < 0.05) foi ainda encontrada
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entre as células expostas e seus respectivos controles para 1 e 5 minutos de
incubacao, mas nao ocorreu no tempo 30 minutos. Esses dados podem representar
que a agao de forgas como van der Waals e eletrostaticas sobre a membrana celular
seja mais intensa a medida que decorre o tempo de incubagdo. A interacdo das NPs
com a membrana de neutréfilos e sua captagdo aumentaram as forcas snap in.
Essas forgcas estabilizaram-se em algum ponto préximas a 30 minutos, onde as
interagdes com as NPs ja ndo haviam demonstrado aumento dos valores medidos.
Variagdes nas propriedades mecanicas da superficie das amostras como as de
viscoelasticidade, forcas de adesdo bem como as solugbes de fixacdo podem
influenciar as oscilagées do cantilever (GUDURU, 2011; SMITH, 2004). Por outro
lado, deve-se considerar que as interferéncias nos valores medidos sobre a
superficie dos neutréfilos estdo relacionadas com nanoparticulas aderidas ou
proximas a membrana. As NPs de TiO, podem provocar interacbes com a ponteira
em virtude do fendbmeno de agregacgao/aglomeracao das NPs, como visto na Figura
16- E e F (HALL et al., 2005). Por exemplo, em um estudo semelhante Guduru
(2011) demonstrou que NPs de acido poli-lactico-co-glicdlico ndo revestidas (b-
PLGA) tiveram interagao com células de cancer ovariano (SKOV-3) e apds 24 horas
de incubagcdo as NPs permaneciam na superficie das células (GUDURU, 2011).
Deve-se considerar ainda que as NPs em contato direto com a superficie da
membrana podem promover uma deficiéncia na comunicagcdo com o meio externo
(KIRCHNER et al., 2005).
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Figura 28— Forgas snap in calculadas a partir de curvas de espectroscopia de forga
medidas por AFM operando em modo contato. “Branco” refere-se a analise da
superficie de laminula esférica de silica sem amostras (10 mm), “TiO, 1, 5 e 30
minutos” refere-se a analise de curva de forga obtida de neutréfilos aderidos em
laminulas esféricas de silica (10 mm) e de neutrdfilos expostos a NPs de TiO; por 1,
5 e 30 minutos. “Controle 1, 5, e 30 minutos” refere-se a neutréfilos aderidos a
laminulas de silica (10 mm) sem qualquer tratamento celular com NPs fixados com
os mesmos tempos das células tratadas (1, 5, e 30 minutos). A presenga do simbolo
(*) representa diferencga estatisticamente significativa entre o “Branco” e as amostras

(P < 0.05), (a) representa diferenga estatisticamente significativa com o respectivo

13 ”

controle, “t1” com “Controle 1 minuto”, “aty” com “TiO, 1 minuto” e “ t15 com

“Controle 1 minuto” e “Controle 5 minutos” (P < 0.05).

O préoximo evento que ocorre na curva de forca de um experimento esta
associado com a forga maxima aplicada na ponteira e diz respeito a dureza da
amostra (Figura 29). A comparagao das medidas do parametro maximum loading
force entre controle e neutrdfilos tratados com NPs de TiO, mostrou diferenca
estatisticamente significatica apenas no tempo 1 minuto de exposi¢éo. Interessante
observar que em outros ensaios mecanicos os neutrofilos ativados foram duas vezes
mais rigidos que células quiescentes (ROCA-CUSACHS; ALMENDROS I; SUNYER
R; et al., 2006). Além disso, sob carga a membrana sofre uma deformacao elastica
nao linear demonstrando um comportamento binario de rigidez e flacidez
(MADDIGAN, 2004). O controle 30 minutos apresentou uma diferencga
estatisticamente significativa em relagdo ao controle 5 minutos (P < 0.05), sugerindo
uma possivel diminuicdo da rigidez das células quiescentes ao longo do tempo.
Além disso, quando comparadas aos controles, os neutrdfilos tratados com NPs de
TiO2, demonstraram forgas maiores no tempo 1 minuto, o que pode representar
aumento da rigidez celular como resultado da fagocitose das NPs ou adesdo na
superficie da membrana celular. Em relacao a isto deve ser considerado que durante
a fagocitose os neutrdfilos ativados apresentaram aumento da tensdo cortical da
membrana associado a rigidez progressiva da superficie celular e das estruturas do
citoesqueleto (HERANT et al., 2005).
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Figura 29- O parametro maximum load force foi calculado a partir de curvas de
espectroscopia de forca medidas por microscopia de forga atdmica, operando em
modo contato. O “Branco” refere-se a analise de superficies de laminulas esféricas
de silica sem amostras (10 mm), “TiO, 1, 5, e 30 minutos” refere-se a analise de
curva de forga obtida a partir de neutrdfilos fixados aderidos a laminulas de silica (10
mm) e expostos a tratamento com NPs de TiO; por 1, 5 e 30 minutos. “Controle 1, 5
e 30 minutos” refere-se a neutrdéfilos fixados aderidos a laminulas de silica (10 mm)
sem qualquer tratamento com NPs de TiO,, coletadas apds os mesmos tempos das
amostras tratadas (1, 5, e 30 minutos). A presenga do simbolo (*) representa
diferencga estatisticamente significativa entre o “Branco” e as amostras (P < 0.05), (a)
significa diferenca estatisticamente significativa com o respectivo controle, e t5 com

o “Controle 5 minutos” (p < 0.05).

As medidas de Detachment force representam a relagao com forgas de adesao (ex:
pontes de hidrogénio, atragbes idnicas, forcas de van der Waals, interagbes
hidrofdbicas interagdes e/ou adesdes quimicas), (KENDALL, 1994). Esse parametro
de espectroscopia de forga ocorre ao final da curva de retragao, correspondendo ao
ponto onde a ponteira perde contato com a superficie da amostra, e esta relacionado
com interagbes de adesado entre ambos (BARBOSA, 2012). A figura 30 mostra

diferenga estatisticamente significativa (P < 0.05) entre os controles e neutrdfilos
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tratados com NPs de TiO, correspondendo a 1 e 5 minutos de exposigao,
evidenciando uma tendéncia de aumento desse aspecto mecanico apoés
estimulagao. As células uma vez estimuladas, apresentam polimerizagao de F-actina
e as integrinas servem como ligagao do citoesqueleto com a parede do endotélio ou
com a matriz extracelular (GUDURU, 2011). Os controles nos tempos 1, 5, e 30
minutos demonstraram diferengca estatisticamente significativa das laminulas de
silica (P < 0.05). Isto representa forgas de adesao mais intensas no vidro do que na
superficie da membrana de neutrdfilos quiescentes e mostra que as forgas de
adesdo nao sao devido ao suporte das células. Da mesma forma, os neutrdéfilos
tratados com NPs de TiO, em 1 e 5 minutos mostraram forcas de separagao

menores do que a laminula de silica.
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Figura 30— O parametro Detachment force foi calculado a partir de curvas de
espectroscopia de forca medidas por microscopia de forga atdmica, operando em
modo contato. O “Branco” refere-se a analises da superficie de laminulas esféricas
de silica sem amostras (10 mm), “TiO, 1, 5, e 30 minutos” refere-se analise de
curvas de forca obtidas a partir de neutrdéfilos aderidos em laminulas esféricas de
silica (10 mm) e expostos a NPs de TiO; por 1, 5 e 30 minutos. “Controles 1, 5, e 30
minutos” refere-se a neutrdfilos fixados aderidos a laminulas esféricas de silica (10

mm) sem qualquer tratamento com NPs de TiO, coletadas apds os mesmos tempos
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das amostras tratadas (1, 5, e 30 minutos). Presenga do simbolo (*) significa
diferenga estatisticamente significativa entre o “Branco” e as amostras (P < 0.05) e
(a) significa diferenga estatisticamente significativa com o respectivo controle (P <
0.05).

A seguir, a Figura 31 mostra a comparagao dos valores medidos do modulo de
Young entre controles e neutréfilos tratados com NPs de TiO,. Genericamente, esse
parametro tem relagdo com propriedades de elasticidade e mecanicas. O mddulo de
Young das amostras tratadas foi menor que aquele observado nos controles,
demonstrando um comportamento de elasticidade comparativamente maior ao longo
do tempo. Neutrdfilos dos Controles e aqueles tratados com NPs de TiO; no tempo 1
minuto demonstraram diferengas significativas estatisticamente (P < 0.05). No
primeiro minuto as células quiescentes mostraram-se com maior rigidez em
comparagdo com as tratadas. No tempo 5 minutos nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada. Isto pode estar relacionado com a
ativagdo celular e organizagdo do citoesqueleto no grupo TiO, aumentando sua
rigidez. Além disto, uma marcante transicdo ocorreu aos 30 minutos, onde
neutréfilos tratados apresentaram diferencga estatisticamente significativa (P < 0.05),
pressupondo-se intensa fagocitose e rigidez celular opondo-se a indentagdo da
ponteira do cantilever. Resultados similares foram obtidos por Roca-Cusachs et al.,
(2006), os quais demonstraram maior rigidez de neutréfilos aderidos/ativados do que
as células quiescentes (ROCA-CUSACHS; ALMENDROS ; SUNYER ; et al., 2006).
As imagens das células nos tempos 5 e 30 minutos. (figura 16- F e G) mostraram
alteragdes marcantes da morfologia representando possivel estimulagao,
reorganizagao de F Actina e migragao visando potencial fagocitose dos aglomerados
de NPs.

A Figura 31 mostra ainda, que as células quiescentes ou controles tiveram um
padrao de declineo nesse parametro dependente do tempo. Os controles nos
tempos 5 e 30 minutos mostraram diferengas estatisticamente significativas em
comparagao com 1 min (P < 0.05). Esses aspectos levam a conclusdo que o médulo
de elasticidade das células quiescentes sofre redugdo ao longo do tempo
(KUZNETSOVA et al., 2007). Extrapolando-se para o meio biolégico, o processo de
deformagdo celular implica no aumento da rigidez, facilitando adesado fraca dos
neutrofilos as paredes dos capilares e subsequente firme adesio. Por outro lado, o

aumento da elasticidade celular permitindo deformacédo gradual, facilitaria o
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progresso da transmigragcdo dos neutréfilos (ROCA-CUSACHS; ALMENDROS |,
FARRE R; et al., 2006).
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Figura 31— O modulo de Young calculado pela analise de espectroscopia de forga
medida por microscopia de forga atdbmica, operando em modo contato. “Branco”
refere-se a analise de laminulas de silica esférica sem amostras (10 mm), “TiO, 1, 5
e 30 minutos” refere-se a analise de curva de forga obtida de neutréfilos fixados
aderidos a superficie da laminulas de silica esférica (10 mm) e expostas a
tratamento com NPs de TiO, nos tempos 1, 5 and 30 minutos. “Controles 1, 5 e 30
minutos” refere-se a neutrdfilos fixados aderidos a laminulas esféricas de silica (10
mm) sem qualquer tratamento com NPs de TiO,, coletados nos mesmos tempos da
amostras tratadas (1, 5 e 30 minutos), a presenca do simbolo (*) significa diferenca
estatisticamente significativa entre o Branco e as amostras (P < 0.05), (a) significa
diferenga estatisticamente significativa com o respectivo controle e t1 do “Controle 1
minuto.” (P < 0.05).
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Por ultimo, a Figura 32 mostra o comportamento de dissipacdo de energia das
células ao longo do tempo. Os resultados de Dissipacdo de energia resultam da
interacdo da ponteira com amostra em funcdo da distancia e da distorcido do
cantilever (STOMP, 2005). Vorden et al (2011) evidenciou forgas nao-conservativas
como sendo fortemente dependentes dessas interagdes (VORDEN et al., 2011). A
dissipacdo de energia pode estar relacionada com as propriedades viscoelasticas
das amostras (FOK; TANG, 2008). O principal contribuinte para dissipagao de
energia é o contato da ponteira com a superficie membrana celular (dupla camada
lipidica) e o citoesqueleto. Os neutréfilos ndo apresentam superficie homogénea
devido a sua composi¢ao interna: nucleo (regido celular mais espessa: ~5 um),
citoplasma e citoesqueleto (SMITH, 2004), portanto nestas areas espera-se a
obtencdo de diferentes medidas de forca de indentacdo (NEUMANN, 2009). O
citoesqueleto € uma rede polimérica composta de trés distintos biopolimeros:
filamentos de actina, microtubulos, e filamentos intermediarios com muitas proteinas
acessorias (ANANTHAKRISHNAN; EHRLICHER, 2007). Em resposta ao TiO,, os
neutréfilos sdo estimulados e remodelam o citoesqueleto aumentando sua rigidez
provavelmente contribuindo para manifestacdo de propriedades mecanicas nao-
lineares e tempo dependentes. As medidas de dissipagdo de energia do grupo
tratado com NPs de TiO, demonstraram um notavel aumento desse parametro ao
longo do tempo. Diferenga estatisticamente significativa (P < 0.05) entre controles e
neutrofilos tratados com NPs de TiO, NPs para 1 e 5 minutos de exposi¢cao foi
observada e isto pode relacionar-se com a ativagcao dos neutrdfilos contribuindo para
um aumento da dissipagao de energia. Outro aspecto que contribui para o aumento
desse parametro é o efeito da captacdo das NPs pelas células concorrendo também
para o aumento da rigidez celular. Em relagdo aos controles, a analise estatistica
evidenciou diferenga significativa (P < 0.05) entre 30 minutos e os tempos 1 e 5
minutos. Deve-se observar que os neutrofilos quiescentes podem sofrer algum grau
de organizagao do citoesqueleto e portanto tendéncia a aumentar sua rigidez ao
longo do tempo contribuindo para o aumento da dissipagao de energia a medida que

a ponteira aproxima-se da amostra ou esta em intimo contato com essa superficie.
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Figure 32— Energia dissipada calculada por andlise de espectroscopia de forgca e
medida por microscopia de forca atdmica, operando em modo contato. O “Branco™
refere-se a analise de laminula esférica de silica (10 mm), “TiO, 1, 5 e 30 minutos”
refere-se a analise de curva de forga obtida de neutrdfilos fixados e aderidos a
laminulas esféricas de silica sem amostras (10 mm) e expostos a tratamento com
NPs de TiO; por 1, 5 e 30 min. “Controles 1, 5 e 30 minutos” referem-se a neutroéfilos
fixados e aderidos a laminulas deesféricas de silica (10 mm) sem qualquer
tratamento com NPs de TiO,, coletadas apdés os mesmos tempos das amostras
tratadas (1, 5 e 30 minutos). A presengca do simbolo (*) significa diferengas
estatisticamente significativas entre “Branco” e amostras (P < 0.05), (a) representa a
diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao respectivo controle e ti5

para “Controle 1 minuto” e “Controle 5 minutos” (P < 0.05).
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5.7 Producéao dos géis bidimensionais.

Foi estabelecida a padronizagdo da lise celular e produgdo dos géis
bidimensionais para pesquisas de estimulagcdo e ativagdo in vitro. Apds a
estimulacdo dos neutrdfilos por 30 minutos com TiOg, realizamos a lise celular, com
adicao do tampao de lise e logo em seguida a dosagem de proteinas pelo método
de Bradford modificado.

Os géis (vinte géis, sendo 10 géis Quiescentes e 10 géis de extratos protéicos de
neutréfilos ativados com TiO; (200ug/mL), contendo 50 ug de proteinas, foram
focalizados em pH acido de 4-7 no sistema IPGPHOR Il por 21 horas em média,
sendo que o procedimento foi limitado por volts-hora. A segunda dimensao foi
realizada com corrente constante de 20 mA para cada gel, e submetidos a

coloracao de prata de alta sensibilidade.

Figura 33- Géis bidimensionais com 50 ug de proteinas em pH acido de 4-7. (A) gel
de neutrdfilo quiescente e (B) gel de neutrdfilos estimulados com TiO; (200ug/mL).

A quantidade estipulada de 50 ug de proteinas foi padronizada para todos os
géis produzidos em outros projetos da linha de pesquisas sobre protebmica de
neutréfilo, pelo fato de apresentarem uma boa quantidade de spots detectaveis, de
forma que esses ndo se agrupem e se consiga uma boa resolugdo para que a
maioria dos spots contenha uma unica proteina detectavel tanto na analise de

imagens quanto por espectrometria de massa.
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5.8 Analise dos Géis

Para a adequagao experimental e cronoldgica desse estudo adotou-se uma
estratégia de analise dos spots que apresentaram maior intensidade e analise por
Peptide Mass Fingerprint (PMF). Assim 7 spots foram escolhidos por apresentarem
diferenga estatisticamente significativa (testes de Kolmogorov-Smirnov (distribuicao
gaussiana), Wilcoxon (dados nao-paramétricos), teste t-pareado (distribuicdo
normal) e foram levados para identificagdo por espectrometria de massa. Em média
obteve-se a deteccao de 1220,5 spots na condicdo Quiescente e 1368,7 spots na
condigao titanio (Tabela I). Foram pareados 253 spots no gel Master Quiescente e

262 spots no gel Master TiO..

Tabela |- numero de spots detectados na condi¢édo normal e na
condic&o titanio.

condiciio Negéls | NeSpots | Média Ne
pareados. spots
Quiescente 10 253 1220,5

Tio, 10 262 1368,7

5.9 Identificacdo das Proteinas
A identificacao por PMF foi realizada com a obtencao de peptideos tripticos, por
meio da clivagem das proteinas na posicao C-terminal da lisina e arginina. Foram

identificadas um total de 03 proteinas.

A caracterizagao dos spots com abundancia diferencial foi validada por trés
critérios: 1) presenga do spot em 5 ou mais géis em cada condigao
(Quiescentes/TiOy); 2) significancia estatistica com p<0,05; 3) razdo das médias de
volume normalizado com variacbes v22 com abundancia diminuida para TiO; e
v=<0,5 com abundancia aumentada para TiO,. O quadro V mostra os 7 spots com

abundéancia diferencial.
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Quadro V: Spots com abundancia diferencial. Numero do match € o numero do spot
do gel Master que pareia com outros géis, significancia p<0,05, razdo das
médias Q/Ti, presenca nos géis Q (Quiescente) e Ti (TiO2) e abundancia

diferencial estatisticamente significativa.

Spots com abundancia diferencial

Match ID p=<0,05 Razao das Presenca nos géis Q e Ti | abundancia diferencial

médias Q/Ti (v

22)
253 0,025 2,74 5Q / 6Ti aumentada para Q
522 0,041 2,66 9Q / 8Ti aumentada para Ti
587 0,038 2,39 9Q / 8Ti aumentada para Q
724 0,015 2,08 10Q / 10Ti aumentada para Q
815 0,050 2,19 10Q /10 Ti aumentada para Q
867 0,018 2,70 10Q/ 8Ti aumentada para Ti
1250 0,020 2,57 8Q / 8Ti aumentada para Ti
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Quadro VI — Identificagédo protéica de neutrofilos por MALDI-TOF-TOF peptide mass
fingerprinting.

@ Parametro de abundéancia: analise comparativa entre células quiescentes e
incubadas com Ti:

{ Ti: Abundancia diminuida na condicao Ti

®Score: Search score : a partir da analise peptide mass fingerprint utilizando
programa Mascot contra o NCBI banco de dados nao redundante.

°C(%): porcentagem da cobertura da sequéncia da proteina pelos peptideos

correspondentes.
Mr
Parametrode | Nimerode | Nome e Simbolo - ol (teor/e 5 o7\
Spot Expressao® prvalue acesso (UniPROT) Atividades (teor/exp) Xp) Score” | C{%)
(kDa)
microfibrllar- -vias de sinalizagao
associated da regulagéo da 560/
724 JTi 0,015 | gil57222338 protein 3-like espermatogéne-se 4'90 35/34 83 21
(2,08) isoform 2 -diferencia¢éo de ’
(MFA3L- células germinativas
HUMAN)
-catdlise do
desencapsulamento
da rede de clatrina
Crystal Structure dependente de ATP.
122569806 | Of Hsc70/BAG1 diminui a express&o 6.38/4.90 | 42/32 | 101 32
9 IN COMPLEX funcional & d
WITH ATP uncional e de
superficie na
membrana de canais
Ti de sédio .
815 2,19) %0 “regulagdo da
organizagao do
TRIO and F-actin citoesqueleto,
binding contragdo/expansao,
) protein(TRIOBP) migracao e difusdo 5.67/
16914517 (TARA, celular, ligagdo ag0 | 28732 %4 %
= KIAA1662 estabilizagao de
HRIHFB2122HU Factina
MAN)
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5.9.1- Proteina 3-like (isoforma 2) relacionada a microfibrilas- MFA3L

A proteina MFA3L (spot 724) apresentou diminuigdo na abundancia apos
estimulagcéo com TiO, quando comparado ao quiescente com significancia de 0,015,
pelo teste t pareado, transformacgao logaritmica; razdo de Q/Ti= 2,08, estando
presente nos 10 géis das duas condigdes.
A proteina MFA3L (NYD-SP9) isoforma 2 tem abundancia na membrana celular. E
um tipo de proteina transmembrana de passagem unica (single-pass) que possui um
sinal de retengao interno que faz com que a proteina fique presa a membrana (a-
hélice): peptideo stop-transfer. Sabe-se que fibras elasticas da matriz extracelular
sdo compostas por 90% de elastina e microfibrilas. Por sua vez as microfibrilas séo
compostas por varias proteinas destacando-se a glicoproteina fibrilina (350 KDa),
MAGP (31KDa), enzima lisil-oxidase, emilina com 115 KDa e MFAP1 (Microfibrillar-
Associated protein-1), distribuidas em uma variedade de tecidos (ABRAMS et al.,
1995). O gene MFA3L ¢é altamente expresso em células plasmaticas de pacientes
com Gamopatia Monoclonal de Significancia Desconhecida (MGUS), em 40 % de
pacientes com Mieloma Multiplo, células B de memodria e células plasmaticas da
medula éssea. Representa um gene ligado a um bom prognéstico em Mieloma
Multiplo. Esse gene codifica a proteina MFA3L cuja fungdo é pouco conhecida.
Kassambara et al., 2012 demonstraram a expressao do gene MFA3L em células B,
T, mondcitos, neutrofilos e osteoclastos (KASSAMBARA et al., 2012). A proteina foi
relacionada a vias de sinalizagcdo da regulagcdo da espermatogénese e na
diferenciacdo de células germinativas (XIAO et al., 2002). O gene humano que
codifica MFAP3 tem uma estrutura muito simples, contendo apenas dois exons
traduzidos, codificando uma proteina de 362 aminoacidos. MFAP3 nao parecem
partilhar homologia com qualquer outra proteina conhecida. Esse gene foi localizado
no cromossoma 5q32-q33.2, préximo do locus 5921-q31 que corresponde ao gene
FBN2 da fibrilina, geneticamente associada a aracnodactilia congénita, sindrome de
Marfan. MFAP3 é um gene candidato ao desenvolvimento de doencas hereditarias
que afetam microfibrilas, incluindo sindrome do prolapso da valvula mitral, ectasia
aodrtica, subluxacdo do cristalino familial e sindrome de Marfan, sendo que outros
estudos devem ser realizados para confirmar essas correlagbes (ABRAMS et al.,
1995). Além disso, a possibilidade de MFAP3L estar envolvida na diferenciacéo de
células plasmaticas maduras como neutréfilos necessita maior investigagao, pois
pode estar envolvida na interrupcdo do ciclo celular ou atuar de forma indireta

nessas células .
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5.9.2- Proteina Hsc70/Bag1 (estrutura cristalina), em complexo com ATP

No spot 815 foram identificadas duas proteinas: a proteina Hsc70/Bag1
(estrutura cristalina) em complexo com ATP e a proteina TRIO F-actin binding
protein. Esse spot apresentou diminuicdo na abundancia apés estimulagdo com
TiO,, com significancia de 0,050 e pelo teste T pareado, transformacao logaritmica;
razao de Q/Ti= 2,19, estando presente nos 10 géis das duas condi¢des. A proteina
Hsc70 (70-kDa heat shock cognate protein 70) foi classificada como de choque
térmico (heat shock) devido a homologia com outras proteinas dessa familia, como
Hsp70. Hsc70 tem 85% de identidade com a proteina Hsp70 humana, entretanto
apresentam fungodes distintas. A proteina Hsc70 é constitutivamente abundante e
desempenha fungdes relacionadas com os processos celulares como catalise do
desencapsulamento de clatrina dependente de ATP, correto enovelamento e
estabilizagcao de novas proteinas prevenindo agregacgao, degradacgao lisossémica de
proteinas intracelulares comprometidas (GOLDFARB et al., 2006). Interage ainda
com formas mutantes da proteina p53. As proteinas Hsp70 e Hsc70 apresentam
abundancia em neutrdfilos nas condicdbes de choque térmico por vias
endolisossébmicas  envolvendo mecanismo sensivel a ATP (BOYKO;
SAPOZHNIKOV; KOVALENKO, 2012). Hsp70 e Hsc70 desempenham um papel na
defesa celular contra a lise promovida pelo complemento, havendo a translocagao
de Hsc70 do citoplasma para a superficie de células leucémicas K562 (Human
erythroleukemia K562 cells) e auxiliam a direcionar proteinas produzidas no citossol
para dentro de organelas como mitocéndria e nucleo (FISHELSON et al., 2001). Em
neutréfilos e em outras células imunolégicas, Hsc70 esta associada a producgéo de
citocinas e quimiocinas como TNF-a, IL-13, IL-6, mesmo na auséncia de peptidios
antigénicos (ASEA et al., 2000). Por outro lado BAG1 exerce potente efeito
antiapoptotico ao ligar-se a Bcl-2 e interagindo com o receptor de sinal de morte
induzida por TNF tipo |. Os efeitos inibitérios do BAG-1 sobre a atividade de
chaperona Hsp/Hsc70 indicam que BAG-1 representa um novo tipo de proteinas
chaperonas reguladoras, sugerindo uma relagdo entre sinalizagdo celular, morte
celular e resposta ao estresse (TAKAYAMA et al.,, 1997). Houve diminuicdo na
abundancia dessa proteina na condicao TiO, o que pode indicar participacdo de um
lado de Hsc na produgdo de citocinas, o que foi demonstrado na ativacdo de

neutréfilos por NPs de titanio por Gongalves et al., (2010) e por outro a potencial
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regulacéo por BAG1 no efeito antiapoptético de neutrdfilos pela interagdo com NPs

de TiO2 (100 pg/mL) ao longo de 24hs, o que foi mostrado pelos mesmos autores.

5.9.3- Proteina TRIO - proteina de ligagao a F-actin

Trio € uma proteina multifuncional que pode servir para integrar e amplificar os
sinais envolvidos na remodelagdo da actina, a migragao celular e crescimento
celular. Contém trés dominios enzimaticos: dois dominios funcionais GEF (guanine
nucleotide exchange factors) e um dominio proteina serina / treonina-cinase (PSK).
Um dos dominios de GEF Trio (Trio GEF-D1) tem atividade especifica de rac-GEF
(regula microvilosidades da membrana), enquanto que o outro dominio de GEF Trio
(Trio GEF-D2) tem atividade especifica rho (polimerizagao da actina, reorganizagao
do citoesqueleto e formagao de contatos focais( filopddias/pseudopddias), (SEIPEL
et al., 1999). Em neutréfilos a proteina Trio promove a migragao transendotelial de
leucdcitos induzindo a formacgéo de projegdes circulares endoteliais que envolvem os
PMNs, de forma dependente da proteina filamina com ativacdo de Rac1 e RhoG. Foi
demonstrado que a abundancia diminuida de Trio-GEF-D1 no endotélio, reduz a
transmigracdo endotelial de neutréfilos (VAN RIJSSEL et al., 2012) e que a
exocitose de granulos primarios de neutréfilos humanos é regulada por remodelagéao
da actina dependente de Rac (MITCHELL et al., 2008). Neste estudo houve uma
possivel abundancia diminuida da proteina Trio no spot 815 apds a interacao dos
neutrofilos com TiO,. Como o spot 815 apresenta as duas proteinas acima descritas,
nao foi possivel, com os resultados atuais, definir qual (ou quais) se encontram de
fato detectadas em menor quantidade nos géis. Pode-se afirmar apenas que pelo
menos uma delas encontra-se em menor abundancia, sendo necessarios estudos

mais detalhados para definicao.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a analise da interacdo dos neutréfilos com NPs de
TiO,, levando a algumas conclusdes . As interagdes dos neutrofilos com as NPs de
dioxido de titanio de 180nm promoveram ativagdo e marcantes alteragdes da
morfologia celular (deformagdes celulares, citonemas, nanoporos, pseuddpodes) ao
longo do tempo analisado, com intensa produc¢ao de anion superoxido e risco de
citotoxicidade por estresse oxidativo. Os neutroéfilos internalizaram NPs de TiO, por
mecanismos distintos que envolveram fagocitose com emissao de pseuddpodes e
por um processo passivo a ser esclarecido, tendo sido as NPs detectadas nas
células por analises de videomicroscopia, microscopias de luz, varredura, de

transmissao e elementar por dispersao por raios-X.

O processo de quimiotaxia dos neutrofilos ocorreu de forma independente da
opsonizacdo das NPs de TiO,, demonstrando que esse metal € um potente
quimiotatico nos tempos analisados e estimula vias celulares independentes de
mediadores plasmaticos ou celulares. A citometria de fluxo permitiu demonstrar que
neutrofilos ativados com NPs de TiO, e quiescentes apresentaram valores
equiparados de expressao dos receptores de adesdao de membrana CD-62L e CD-
11b indicando que a adesao e captacao desse metal utiliza eletivamente outras vias
metabdlicas na interagdo com particulas nanoestruturadas (< 200 nm) no curso de

tempo analisado.

As alteracdes nanomecanicas resultantes das interacées das NPs de TiO, com
neutrofilos ativados e fixados analisados por espectroscopia de forca atdbmica
demonstraram aumento da rigidez associado a alteragdo da morfologia celular. As
células tratadas pelas nanoparticulas metalicas demonstraram um aumento das
forcas atrativas em relacdo as células nao tratadas. Esse evento foi observado
principalmente nos tempos de exposicao iniciais, provavelmente devido a interagao
com a membrana dos neutrdfilos e fagocitose. Resultados semelhantes foram
obtidos para as forgas de adeséao e energia dissipada. As células tratadas com NPs
de TiO; apresentaram um comportamento de aumento da elasticidade ao longo do

tempo.

Na analise protebmica, foram identificadas proteinas diferencialmente

abundantes entre as condicdes e proteinas comuns aos dois estados. A proteina
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MFAS3L teve diminuigdo da abundancia na condigao TiO, (spot 724). Ja as proteinas
Hsc70/Bag1 e TRIO (spot 815) também foram detectadas como estando, pelo
menos uma delas, em menor quantidade na condicdo TiO,. Tal fato pode estar
relacionado com as alteragcbes morfoldgicas descritas no presente trabalho, uma
vez que se trata de proteinas envolvidas na organizagao do citoesqueleto, formacéao

de fagossomos, pseudopodes e fagocitose.

As alteragdes celulares morfolégicas, metabdlicas e nanomecanicas observadas
ao longo do tempo pela interagdo com as NPs de TiO,, estdo intrinsicamente
relacionadas a ativacao, reorganizagao do citoesqueleto, e endocitose por fagocitose
ou outros mecanismos de captagdo. Esse cenario com aumento na rigidez e
modificagdes nas expressdes protéicas sugere fortemente uma relagcéo direta nas
fungdes fisioldgicas dos neutréfilos como rolamento, adeséo e transmigragao. Assim,
a investigacao dessas interagdes representa um passo fundamental para esclarecer
0s mecanismos envolvidos em tratamentos que contenham nanomateriais e a sua

distribuicdo nos organismos.
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7. PERSPECTIVAS

Além das caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e mecanicas descritas e
caracterizadas neste trabalho, os dados ora discutidos nos permitiram levantar
novas questdes a respeito do comportamento de neutréfilos frente a exposicao a

NPs de TiO,. Dentre tais perspectivas estao:

A - Demonstrou-se no presente estudo que NPs de TiO, agem como quimiotaticos
para neutréfilos, porém o mecanismo de tal quimiotaxia ainda n&o foi detalhado.
Perguntas como : Seriam ions de Ti ou outros componentes os desencadeantes
desse processo? A que distancia as NPs de TiO, desencadeiam a quimiotaxia em
neutrofilos? As NPs de TiO, seriam capazes de levar a diapedese? Poderiam ser
respondidas por ensaios mais especificos de quimiotaxia, como os em camara de
Boyden, ou os de migragao em gel.

B - O presente estudo ndo demonstrou significativamente a participagado de CD11b e
de CD62L nos mecanismos de interacido de neutrdfilos com NPs de TiO,, restando
ainda esclarecer quais moléculas de adesao estariam envolvidas nesse processo, ja
que a adesao as NPs foi também aqui definida. (Vide anexos B e C)

C - Continuidade da avaliagao das amostras por analise protedmica visando a
identificacao das proteinas exclusivas de neutrdfilos ativados por NPs de TiOo,
como, por exemplo, a definicdo de quais proteinas do spot 815 sao, de fato, menos
abundantes apos a exposicado as NPs.

D - Continuidade da analise dos mecanismos de captacao das nanoparticulas de
TiO2 pelos neutrdfilos, visando caracterizar as diferentes vias metabdlicas utilizadas

(papel de Fc-gama-Ill e/ou do inflamossomo),

E - Analise por ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-MS) dos extratos protéicos de
neutrofilos expostos e ndo-expostos ao titanio, de forma a se caracterizar

a presenca de titdnio na fracao protéica do extrato celular,

F - Analise por ICP-MS de bandas eletroforéticas do extrato protéico, de forma a
caracterizar as faixas de massa molecular que contém proteinas ligadas a titanio.

G - Analise in vivo da interacdo das NPs de TiO..
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ANEXO A- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UNB.
Py

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 045/2010.

Titulo: “Anélise protedmica de neutréfilos".

Pesquisador Responsédvel: Wagner Fontes.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de inh declaraglio de resp bilidade,
protocolo de pesquisa, termo de i livre ¢ esclarecid bibliografia perti
¢ curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 12/05/2010.

Parecer do (a) relator (a)

(X)) Aprovagio

() Niio aprovagiio.

Data da primeira anslise pelo CEP-FM/UNB: 26/05/2010.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 21/07/2010.

PARECER

Com base na Resolugio CNS/MS n°® 196/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, 0
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina du Universidad de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a), o projeto de pesquisa acima
especificado quanto aos seus aspectos éticos.

1. Modificagdes no p lo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagdo imediata
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2. O (s) pesquisador (es) deve (m) ap: latérios periédicos do andamento da pesquisa a0

CEP-FM, sendo o 1° previsto para até 30 de janeiro de 2010.

Brasilia, 22 de Julho de 2010

Prof. Elaine Maria de Oliv ‘mAI_
(oordesadora do Comité de Etica twn Pesquel
Paculdade de Medicine-Un®

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasitia, DF — CEP 70910-900
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ANEXO B- Demonstra a possivel via metabdlicas de fagocitose de NPs de TiO,,
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ANEXO C- Demonstra a possivel via metabdlica de fagocitose

de agregados/aglomerados de TiO; por integrinas Fcylll (CD-16)
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ANEXO D- Artigo enviado para publicagdao na Revista BMC Biophysics:
Kinetic effects of TiO, nanoparticles over nanomechanical properties of human
neutrophils assessed by force spectroscopy.
MS ID : 1199179270820583
Author : Everton S Rosa
Journal : BMC Biophysics

ANEXO E- Artigo a ser publicado apés conclusao do doutorado:

Morphological and Proteomic Analysis of Neutrophil Interaction with TiO, particles in
vitro.

Rosa ELS? Aquino EN? Neves AC? Fonseca MP? | Castro MS?, Fontes W°?.

2 Protein Biochemical and Chemical Laboratory, University of Brasilia, Darcy Ribeiro
Campus, Brasilia, Brazil.
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ANEXO F- Identificagao protéica no Spot 724

Proteina 3-like (isoforma 2) relacionada a microfibrilas- MFA3L

S MATRIX)
MASCOT Search Results! SC/ENCES

Protein View: gi|57222338

microfibrillar-associated protein 3-like isoform 2 [Homo sapiens]
| cazddont | | chiddeny | | chzddeont | | chiddent | | (azddont | | chiddens |

| cazddont | | (aidden | | chzddent | | chiddent | | cazddent | | chiddeny |

Database: NCBInr
Score: 83
Expect: 0.0013

Nominal mass (M;): 34362
Calculated pI: 4.90
Taxonomy: Homo sapiens

This protein sequence matches the following other entries:

« g1113195445 from Homo sapiens
« g1144890422 from Homo sapiens
« g1163995204 from Homo sapiens
« g11119625178 from Homo sapiens

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|57222338
against nr.

Search parameters
Trypsin: cuts C-term side of KR unless next

Enzyme: residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable

modifications: Acetyl (Protein N-term), Oxidation (M)
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Mass values

searched: 23
Mass values 9
matched:

Protein sequence coverage: 21%

Matched peptides shown in bold red.

1 MHDSGLLNIT KVSFSDRGKY TCVASNIYGT VNNTVTLRVI FTSGDMGVYY
51 MVVCLVAFTI VMVLNITRLC MMSSHLKKTE KAINEFFRTE GAEKLQKAFE
101 TAKRIPIITS AKTLELAKVT QFKTMEFARY IEELARSVPL PPLIMNCRTI
151 MEEIMEVVGL EEQGQNFVRH TPEGQEAADR DEVYTIPNSL KRSDSPAADS
201 DASSLHEQPQ QIAIKVSVHP QSKKEHADDQ EGGQFEVKDV EETELSAEHS
251 PETAEPSTDV TSTELTSEEP TPVEVPDKVL PPAYLEATEP AVTHDKNTCI
301 IYESHV

Unformatted sequence string: 306 residues (for pasting into other
applications).

Sort peptides by (*) Residue Number Increasing Mass

Decreasing Mass

Show predicted peptides also

Start-EndObservedMr(expt)Mr(calc) ppm M Peptide

2 -11 1097.5448 1096.53751096.5877 ‘_]'5 5 OM.HDSGLLNITK.V
M.HDSGLLNITK.V +

2 -11 1139.63971138.63241138.598230.0 0Acetyl (Protein
N-term)

69 -77 1106.55541105.54811105.508236.1 QR.LCMMSSHLK.K

69 -78 1234.68291233.67561233.603258.7 1R.LCMMSSHLKK.T

79 - 88 1254.68941253.68211253.640433.3 1K.TEKAINEFFR.T

113 -123 1277.72251276.71531276.7391 i8 - 1 K.TLELAKVTQFK.T

119 -129 1357.68911356.6819 1356.6860 ; 05 1K.VTQFKTMEFAR.Y

181 —192 1434.75721433.74991433.7514 i 04 1R.DEVYTIPNSLKR.S

216 —-223 881.3771 880.3698 880.4767 -121 @K.VSVHPQSK.K



209

No match to: 852.5004, 905.4410, 1130.5885, 1259.7711,
1271.5873, 1332.5531, 1407.7431, 1427.8212, 1487.7376,
1684.9657, 1699.8295, 2509.6490, 2904.0780, 3264.0635

2 B0 Fo-mmmmmmmmmeeaao- e R
Q -
o
ot 0 -------------------------------------- == -—- - -
o -
o
£ B0 J---mcmcmcmmeeaas e eememeeeeeemeaaa-
L]

~100 - - mm s m o m e m e

— T T T T T T T T T T 1
900 1000 1100 1200 1300 1400

RMS error 51 ppm Mass (Da)
LOCUS NP 001009554 306 aa linear

PRI 27-JUN-2012

DEFINITION microfibrillar-associated protein 3-like isoform
2 [Homo sapiens].
ACCESSION NP 001009554

VERSION NP 001009554.1 GI:57222338
DBSOURCE REFSEQ: accession NM 001009554.2
KEYWORDS

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;
Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates;
Haplorrhini;

Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (residues 1 to 30606)
AUTHORS Gerhard,D.S., Wagner,L., Feingold,E.A.,
Shenmen,C.M., Grouse,L.H.,
Schuler,G., Klein,S.L., 01d,S., Rasooly,R.,
Good,P., Guyer,M.,

Peck,A.M., Derge,J.G., Lipman,D., Collins,F.S.,
Jang,W., Sherry,S.,

Feolo,M., Misquitta,L., Lee,E., Rotmistrovsky,K.,
Greenhut,S.F.,

Schaefer,C.F., Buetow,K., Bonner,T.I.,
Haussler,D., Kent,J.,

Kiekhaus,M., Furey,T
Schreiber, K.,

Shapiro,N., Bhat,N.K., Hopkins,R.F., Hsie,F.,

., Brent,M., Prange,C.,

Driscoll, T.,

Soares,M.B., Casavant,T.L., Scheetz,T.E., Brown-
stein,M.J.,

Usdin,T.B., Toshiyuki,S., Carninci,P., Piao,Y.,
Dudekula,D.B.,
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Ko,M.S., Kawakami,K., Suzuki,Y., Sugano,S.,
Gruber,C.E.,
Smith,M.R., Simmons,B., Moore,T., Waterman,R.,
Johnson,S.L.,
Ruan,Y¥., Wei,C.L., Mathavan,S., Gunaratne,P.H.,
Wu,J., Garcia,A.M.,
Hulyk,S.wW., Fuh,E., Yuan,Y., Sneed,A., Kowis,C.,
Hodgson,A.,
Muzny,D.M., McPherson,J., Gibbs,R.A., Fahey,Jd.,
Helton,E.,
Ketteman,M., Madan,A., Rodrigues,S., Sanchez,A.,
Whiting,M.,
Madari,A., Young,A.C., Wetherby,K.D.,
Granite,S.J., Kwong,P.N.,
Brinkley,C.P., Pearson,R.L., Bouffard,G.G.,
Blakesly,R.W.,
Green,E.D., Dickson,M.C., Rodriguez,A.C.,
Grimwood,J., Schmutz,J.,
Myers,R.M., Butterfield,Y.S., Griffith,M.,
Griffith,O0.L.,
Krzywinski,M.I., Liao,N., Morin,R., Palmquist,D.,
Petrescu,A.S.,
Skalska,U., Smailus,D.E., Stott,J.M.,
Schnerch,A., Schein,J.E.,
Jones,S.J., Holt,R.A., Baross,A., Marra,M.A.,
Clifton,S.,
Makowski,K.A., Bosak,S. and Malek,J.
CONSRTM MGC Project Team
TITLE The status, quality, and expansion of the NIH
full-length cDNA
project: the Mammalian Gene Collection (MGC)
JOURNAL Genome Res. 14 (10B), 2121-2127 (2004)
PUBMED 15489334
REMARK Erratum: [Genome Res. 2006 Jun;16(6) :804. Morrin,
Ryan [corrected to
Morin, Ryan]]
COMMENT VALIDATED REFSEQ: This record has undergone
validation or
preliminary review. The reference sequence was
derived from
BM552945.1, AF327560.1, AB014526.1 and
AW015769.1.

Transcript Variant: This variant (2) contains a
distinct 5' UTR and

lacks an in-frame portion of the 5' coding
region, compared to

variant 1. The resulting protein (isoform 2) has
a shorter

N-terminus when compared to isoform 1.

##RefSeg-Attributes-START##



Transcript exon combination evidence

AF327560.1, BC066912.1

[ECO:0000332]

##RefSegq-Attributes-END##

FEATURES
source

Protein

protein 3-1like isoform

Spo"

Region

CDS

transcript variant 2"

Mascot:

Location/Qualifiers

1..306

/organism="Homo sapiens"

/db xref="taxon:9606"
/chromosome="4"

/map="4g32.3"

1..306
/product="microfibrillar-associated

2"
/note="testis development protein NYD-

/calculated mol wt=33968

<3..39

/region name="Ig"
/note="Immunoglobulin domain; cl111960"
/db_xref="CDD:213125"

1..306

/gene="MFAP3L"

/gene_ synonym="NYD-sp9"

/coded by="NM 001009554.2:126..1046"
/note="isoform 2 is encoded by

/db_xref="CCDS:CCDS43281.1"
/db xref="GeneID:9848"
/db_xref="HGNC:29083"
/db_xref="HPRD:14391"

http://www.matrixscience.com/
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ANEXO G- Identificagao protéica no Spot 815

Proteina Hsc70/Bag1 (estrutura cristalina), em complexo com ATP

fﬁJfAT{t’.]‘Yg
{ SCIENCES yasScOT Search Results

Protein View: gi|225698069

Chain A, Crystal Structure Of Hsc7Z0BAG1 IN COMPLEX WITH ATP
| cazddony | | ¢hidden | | chzddeont | | chiddent | | cazddent | | ¢hiddeny |

| cazddent | | cazddent | | (azddent | | cazddent | | ¢azddent | | (aiddeni |

Database: NCBInr
Score: 101
Expect: 2e-05

Nominal mass (M,;): 42120
Calculated pI: 6.38
Taxonomy: Homo sapiens

This protein sequence matches the following other entries:

« g11225698071 from Homo sapiens
« g11225698073 from Homo sapiens
« g11225698075 from Homo sapiens
« g11225698077 from Homo sapiens
- g11320089794 from Homo sapiens
- g11320089807 from Homo sapiens

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|225698069
against nr.

Search parameters

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next
residue is P.

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable
modifications:
Mass values
searched:

Mass values
matched:

Enzyme:

Acetyl (Protein N-term), Oxidation (M)
37

11
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Protein sequence coverage: 32%

Matched peptides shown in bold red.

1 YFQGPAVGID LGTTYSCVGV FQHGKVEITA NDQGNRTTPS YVAFTDTERL
51 IGDAAKNQVA MNPTNTVFDA KRLIGRRFDD AVVQSDMKHW PFMVVNDAGR
101 PKVQVEYKGE TKSFYPEEVS SMVLTKMKEI AEAYLGKTVT NAVVTVPAYF
151 NDSQRQATKD AGTTAGLNVL RIINEPTAAA TAYGLDKKVG AERNVLIFDL
201 GGGTFDVSIL TIEDGIFEVK STAGDTHLGG EDFDNRMVNH FIAEFKRKHK
251 KDISENKRAV RRLRTACERA KRTLSSSTQA SIEIDSLYEG IDFYTSITRA
301 RFEELNADLF RGTLDPVEKA LRDAKLDKSQ IHDIVLVGGS TRIPKIQKLL
351 QDFFNGKELN KSINPDEAVA  YGAAVQAAIL S

Unformatted sequence string: 381 residues (for pasting into other
applications).

Sort peptides by | @) pesidue Number Increasing Mass

Decreasing Mass

Show predicted peptides also

Star En Observe Mr(expt Mr(calc ppm

¢ q d ) ) M Peptide

37 —49 %487'755 1486'748 01)486'694 36.6 OR. TTPSYVAFTDTER. L

57 —72 ;895'9% 01)804'899 01)804'889 5.53 1K.NQVAMNPTNTVFDAKR . L

129 -137993.6327 992.6254 992.5178 108 OK.ETAEAYLGK.T

138 155 ;982.122 01)981.115 §98®.99® & QKQTVTNAVVTVPAYFNDSQR

160 -171 ;199'699 01)198'692 01)198'667 20.9 0K.DAGTTAGLNVLR. T
1235.616 1234.609 1234.616 -

237 -246 p . o3 OR-MVNHFTAEFK.R

v37 g4y 1407.639 1406.632 1406.712 - | R.MVNHFTAEFKR K +
4 2 9 57.4 “Oxidation (M)

263 -269905.3915 904.3843 904.4549 . 1R.LRTACER.A

312 322 3108700 1197093 197671 15 1 1R GTLOPVEKALR.D

1po 345 1819.944 1818.937 1819.031 - K.SQIHDIVLVGGSTRIPK.

7 4 6 51.871
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Star En Observe Mr(expt Mr(calc ppm .
t d d ) ) M Peptide
1081.514 1080.507 1080.560 -

349 -357 3 0 4 49

4 OK.LLQDFFNGK.E

No match to: 812.4371, 828.4150, 832.4058, 856.4200,
857.4999, 881.4523, 890.6002, 919.4399, 945.5535, 973.6241,
976.4953, 1004.4969, 1131.5959, 1139.5461, 1146.5347,
1182.65608, 1271.7386, 1332.6456, 1420.9883, 1427.7787,

1460.6279, 1699.7435, 1790.8759, 1838.9766, 1867.9043,
1968.0351

S 1) Spsesssss e s s s s s s s E s
o
[+
e 50 ______________________________________________
.
(= ]
B0 b i i e e i e e e i
w
T
1 I I | I I | I I | I |
1000 1200 1400 1600 1500 2000
RMS error 54 ppm Mass (Da)

ANEXO H- Identificagao Protéica no spot 815
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Proteina TRIO, proteina de ligagao a F-actin

-’i{‘fATIELYz
{SCIENCES MASCOT Search Results

Protein View: gi|169145172

TRIO and F-actin binding protein [Homo sapiens]
| cazddony | | chidden | | chzddeont | | chiddent | | cazddent | | ¢hiddeny |

| cazddent | | (azddent | | (azddent | | cazddent | | (aiddent | | (aiddenit |

Database: NCBInr
Score: 94
Expect: 9.1e-05

Nominal mass (M,): 28997
Calculated pI: 5.67
Taxonomy: Homo sapiens

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi| 169145172
against nr.

Search parameters
Trypsin: cuts C-term side of KR unless next

Enzyme: residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable

modifications: Acetyl (Protein N-term), Oxidation (M)

Mass values

searched: 30
Mass values 9
matched:

Protein sequence coverage: 36%

Matched peptides shown in bold red.

1 MSILDEPGEP PSPSLTTTST SQWKKHWFVL TDSSLKYYRD STAEEADELD
51 GEIDLRSCTD VTEYAVQRNY GFQIHTKDAV YTLSAMTSGI RRNWIEALRK
101 TVRPTSAPDV TKLSDSNKEN ALHSYSTQKG PLKAGEQRAG SEVISRGGPR
151 KADGQRQALD YVELSPLTQA SPQRARTPAR TPDRLAKQEE LERDLAQRSE
201 ERRKWFEATD SRTPEVPAGE GPRRGLGAPL TEDQQNRLSE ETIEKKWQELE
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251 KLPLRE

Unformatted sequence string: 256 residues (for pasting into other
applications).

Sort peptides by (*) Residue Number Increasing Mass

Decreasing Mass

Show predicted peptides also

Star En Observ Mr(exp Mr(cal ppm

t d od £ ) Peptide
1 -p5 4717.37 2716.36 2716.32 15 4 \or| pEpGEPPSPSLTTTSTSQN
50 78 66 2 KK H
1460.62 1459.62 1459.78 -
25 =36 Lq 06 >3 111 LK.KHWFVLTDSSLK.Y
26 -3¢ 1332.64 1331.63 1331.68 . o LWEVITDSSLK.Y
56 83 74 5
1107.54 1106.54 1106.55 _
69  -77 43 >0 09 2.@ OR.NYGFQIHTK.D
11 1271.73 1270.73 1270.68 34.
101 -7 o 13 81 o OK.TVRPTSAPDVTK.L
12 1277.69 1276.68 1276.60 65.
119 -5" 1 23 13 g OK.ENALHSYSTQK.G
21 1139.54 1138.53 1138.54
204 -7 o 23 07 1.6 1R.KWFEATDSR.T
22 1109.52 1108.51 1108.55 _
213 -3° 3 e 13 21. OR.TPEVPAGEGPR.R

25 832.405 831.398 831.412

1 8 5 6 17. OK.WQELEK.L

0

246

No match to: 812.4371, 828.4150, 856.4206, 857.4999,
881.4523, 890.06002, 919.4399, 945.5535, 973.6241, 976.4953,
1064.49609, 1131.5959, 1146.5347, 1182.6568, 1420.9883,
1427.7787, 1699.7435, 1790.8759, 1838.9766, 1867.9043,
1968.0351



217

£ 90 J---------- ittt

- .

. 0 T------ g S SssSssssssssssssssssssssssnsasns=e=- -

O L

£ L

w —50 """""""""""""""""""""""""
=100 ittt

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500
RMS error 47 ppm Mass (Da)
LOCUS CAQ09790 256 aa linear

PRI 13-JAN-2009

DEFINITION TRIO and F-actin binding protein, partial [Homo
sapiens].

ACCESSION CAQ09790

VERSION CAQ09790.1 GI:169145172
DBSOURCE embl accession 783844.5
KEYWORDS

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;
Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates;
Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (residues 1 to 2506)
AUTHORS Pearce,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (09-JAN-2009) Wellcome Trust Sanger
Institute, Hinxton,
Cambridgeshire, CB10 1SA, UK. E-mail enquiries:
vegal@sanger.ac.uk
Clone requests: Geneservice
(http://www.geneservice.co.uk/) and
BACPAC Resources (http://bacpac.chori.org/)
COMMENT —-===—==———————- Genome Center
Center: Wellcome Trust Sanger Institute
Center code: SC
Web site: http://www.sanger.ac.uk
Contact: vegalsanger.ac.uk

This sequence was finished as follows unless
otherwise noted: all

regions were either double-stranded or sequenced
with an alternate

chemistry or covered by high quality data (i.e.,
phred quality >=



218

30); an attempt was made to resolve all
sequencing problems, such

as compressions and repeats; all regions were
covered by at least

one subclone; and the assembly was confirmed by
restriction digest,

except on the rare occasion of the clone being a
YAC.

The following abbreviations are used to associate
primary accession

numbers given in the feature table with their
source databases:

Em:, EMBL; Sw:, SWISSPROT; Tr:, TREMBL; Wp:,
WORMPEP; Information

on the WORMPEP database can be found at

http://www.sanger.ac.uk/Projects/C elegans/wormpep

This sequence was generated from part of
bacterial clone contigs ofhuman chromosome 22, constructed by
the Sanger Centre Chromosome 22

Mapping Group. Further information can be found
at

http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr22

RP1-37E16 is from the library RPCI-1 constructed
by the group of
Pieter de Jong. For further details see
http://bacpac.chori.org/
VECTOR: pCYPAC2.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..256
/organism="Homo sapiens"
/db xref="taxon:9606"
/chromosome="22"
/clone="RP1-37E16"
/clone 1ib="RPCI-1"
Protein 1..>256
/product="TRIO and F-actin binding

protein"
Region 22..101
/region name="PH"
/note="Pleckstrin homology (PH) domain;
cd00821"
/db_xref="CDD:176270"
Site
order(24..30,33..39,51..55,59,60..62,71..77,80..85,

90..101)

/site type="other"

/note="core domain"

/db_xref="CDD:176270"
Site order (24,26..28)
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/site type="other"
/note="putative lipid binding motif"
/db_xref="CDD:176270"
CDS 1..256
/gene="TRIOBP"
/locus tag="783844.4-010"
/standard name="OTTHUMP00000198156"
/coded by="join (283844.5:125752..125778,

283844.5:128827..128934,7283844.5:129051..129140,

7283844.5:129500..129609,783844.5:131563..>131997)"
/db_xref="HGNC:17009"
/db xref="InterPro:IPR001849"
/db xref="InterPro:IPR011993"
/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Bl1AHEL1"

Mascot: http://www.matrixscience.com/



Everton Luis Santos da Rosa

Analise morfoldégica e protedomica da captacdo de nanoparticulas de

dioxido de titanio por neutro6filos humanos in vitro.

Brasilia, 2012






