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RESUMO

A nanotecnologia se afirma como revolugao tecnoldgica universal. A ferrita de manganés
(MnFe,04) é um dos materiais nanotecnolégicos em voga, pois possui caracteristicas magnéticas
e elétricas excepcionais, como o superparamagnetismo. Mas, como qualquer nova tecnologia,
seus potenciais beneficios podem ser acompanhados de perigos e riscos de exposicao
antropogénica e ocupacional a essa classe de nanomateriais. No intuito de se avaliar seus
potenciais citotdxicos e genotdxicos nesse cenario, e para se determinar se fatores como a
concentracdo, o tempo de exposicdo, a via de sintese e a cobertura usada para a estabilizacdo do
coloide poderiam influenciar tal toxicidade, 5 apresentacbes de ferrita de manganés foram
submetidas a uma bateria de 3 testes in vitro, em cultivos de linhagem celular representativa da
via inalatdria de exposicdo (epitélio bronquial humano imortalizado _ BEAS-2B); foram eles: o
ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina (25,6 a
256 pg.mL por 6, 24 e 48 horas), o dano ao acido desoxirribonucleico pelo ensaio do cometa
(25,6 a 256 ug.mL por 6 e 24 horas) e o dano cromossdmico por fragmentacdo (clastogénese) ou
perda de cromossomos inteiros (aneuploidia) pelo teste do micronucleo (12,8 a 256 pug.mL por

48 horas, com cotratamento tardio com citocalasina B, 6 horas apds o inicio da exposi¢do).

Os parametros essenciais e o comportamento das nanoparticulas no meio de cultivo
celular foram caracterizados; todas as nanoparticulas foram internalizadas pelas células dentro
de 6 horas de tratamento; nenhuma nanoparticula sintetizada por coprecipitacdo, com coberta
de citrato (MnFe,04-CpCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa), e
nenhuma sintetizada por decomposicdo térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de
acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa), causou efeito citotéxico ou
genotodxico estatista e toxicologicamente significativo no regime de tratamento de até 153,6

pg.mL e por até 48 horas de exposicao.

Esta é a primeira pesquisa comparativa a relatar os efeitos genotdxicos in vitro de
nanoparticulas de ferrita de manganés, com o mérito de ter realizado andlise fatorial, a qual
apontou que a citotoxicidade é determinada pela concentracao, pelo tempo e pela cobertura; ao
passo que, em relacdo aos parametros genotdxicos, o fator tempo foi um fator estatistica e
biologicamente significativo para o dano ao acido desoxirribonucleico causado por ambas as

nanoparticulas cobertas com o citrato, independentemente da via de sintese.

Palavras-chave: Nanociéncia. Nanotecnologia. Nanotoxicologia. Citotoxicidade. Genotoxicidade.

Nanoparticulas de ferrita de manganés. MnFe,0,4. BEAS-2B.



ABSTRACT

The nanotechnology claims to be a universal technological revolution. The manganese iron
oxide (MnFe,0,4) is among the nanotechnological materials in focus, due to its unique magnetic
and electric characteristics, such as superparamagnetism. Even though, like any other new
technology, its potential benefits may be accompanied by hazards and risks of anthropogenic
and occupational exposure to this class of nanomateriais. In order to assess its cytotoxic and
genotoxic potential in this scenario, and to ascertain if factors such as concentration, time of
exposure, synthesis route and coating used to stabilize the colloid would impact the toxicity,
manganese iron oxide in 5 forms of presentation were challenged in a battery of 3 in vitro tests
in cultures of a cell line representative of the inhalatory route of exposure (immortalized human
bronchial epithelia _ BEAS-2B); they were: the luminescent cell viability assay, based on the
quantification of adenosine triphosphate (25.6 up to 256 pug.mL for 6, 24 and 48 hours), the
damage to the deoxyribonucleic acid, by the comet assay (25.6 up to 256 pg.mL for 6 and 24
hours) and the chromosomal fragmentation (clastogenesis) or loss of whole chromosomes
(aneuploidy), by the micronucleus test (12.8 up to 256 pug.mL for 48 hours, and late cotreatment

with cytochalasin B, 6 hours after the beginning of exposure).

The essential parameters as well as the behavior of the nanoparticles in the cell culture
medium were characterized; all nanoparticles were uptaked by cells within 6 hours of treatment;
none of the nanoparticles synthesized by coprecipitation, coated with citrate (MnFe,0,4-CpCit) or
meso-2,3-dimercaptossuccinic acid (MnFe,04-CpDmsa), and none of those synthesized by
thermal decomposition, and coated with citrate (MnFe,;0,-TdCit) or meso-2,3-
dimercaptossuccinic acid (MnFe,0,-TdDmsa), did cause any statistically or toxicologically
significant cytotoxic or genotoxic effect in the concentration range up to 153.6 ug.mL and up to

48 hours of exposure.

This is the first in vitro comparative research to address the genotoxicity of manganese
iron oxide nanoparticles, with the merit of a comparative factorial analysis, which pointed out
that cytotoxicity is dictated by concentration, time and coating; in the other hand, regarding the
genotoxicity end points, the time of exposure was a statistically and biologically significant factor
for the damage to the deoxyribonucleic acid caused by both citrate-coated nanoparticles,

independently of the synthesis route.

Key words: Nanoscience. Nanotechnology. Nanotoxicology. Cytotoxicity. Genotoxicity.

Manganese iron oxide nanoparticles. MnFe,0,4. BEAS-2B.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Nanociéncia e Nanotecnologia

O entendimento dos conceitos de Nanociéncia e de Nanotecnologia, e também da
justificativa do material e métodos empregados, necessita de uma breve explanacao
historicamente contextualizada, uma vez que evoluiram concorrentemente com os campos
do conhecimento e as técnicas e tecnologias empregadas no objeto comum de seus estudos
— a matéria observada e manipulada na escala nanométrica.

E em muito contribuiu o campo da ciéncia dos coloides, pelo processo investigativo
da mudanca de cor causada pela reflexdo (esverdeada e opaca) e pela transmissdo
(avermelhada e brilhante) da luz sobre particulas coloidais de liga de prata e ouro
aprisionadas em matriz vitrea durante a manufatura do “Cdlice de Licurgo” (século IV antes
de Cristo); fendmeno esse que ja tinha sido objeto de estudo (Cassius, 1685; entre outros);
mas foi Faraday (1857) quem, apesar de ndo dispor de metodologia ou instrumental para
comprovar sua hipotese, correlacionou a ocorréncia do fendbmeno a variacdo do tamanho
das particulas de ouro suspensas (relacdo tamanho-efeito), por meio da observacdo da

mudanca de cor na microscopia de projecdao durante a sintese desse sol (MAPPES et al,

2012). Essa lacuna foi sanada pela inovagdo, que permitiu a primeira observacao
(magnificacdo resolvida) da matéria manipulada nessa escala em 1914, pelo quimico Richard
Adolf Zsigmondy, através do primeiro ultramicroscépio de imersao; a partir disso, ele
propods o primeiro sistema de classificacdo de particulas coloidais baseado em seu tamanho,

e foi o primeiro a empregar formalmente o termo “nanémetro” (SANTAMARIA, 2012; NOBEL

PRIZE ORGANIZATION, 2014; HULLA et al, 2015). Em outra ponta, Louis de Broglie (1923)

introduziu o conceito de frequéncia e de comprimento de onda, abrindo o caminho para a
Otica eletrénica, que culminou com a producdo em série de microscopios eletronicos de

transmissdo pela Siemens em 1939 (HAGUENAU et al, 2003); a visualizacdo e a

caracterizacdo morfoldgica de estruturas na nanoescala entdo prosperaram, porque a
frequéncia e o comprimento de onda em um feixe eletrénico acelerado e incidente sobre
uma amostra permite a colisdo desses elétrons com aqueles constitutivos daquela amostra,
causando seu espalhamento; assim, a contrastacdo entre as areas eletrodensas ou de
espalhamento (escuras) e as menos eletrodensas ou de perpassamento (claras) permitiu a

formacdo de imagens resolvidas da matéria nessa mesma escala (Figura 1).
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No mesmo periodo, a nog¢do de espalhamento da luz incidente sobre uma suspensao
coloidal proposta por Tyndall (1868) foi desenvolvida por Einstein (1905), quem teorizou o
movimento Browniano de particulas e depois incorporou preditores de flutuacdo térmica do
dispersante propostos por Smoluchowski (1910); o fisico Jean-Baptiste Perrin (1908)
observou o movimento Browniano de nanoparticulas, usando o ultramicroscépio de
imersdo, comprovando os preditores propostos por Einstein e Smoluchowski; no mesmo
ano, Mie (1908) resolveu as equacdes de Maxwell para a absorcdo e o espalhamento de
radiacdo eletromagnética por particulas esféricas metalicas; Einstein (1915) revisitou Stokes
(1845) para relacionar o espalhamento e a fricgdo das particulas, o que dependeria de seu
raio e da viscosidade do meio; Debye (1915) releu o espalhamento de Raleigh (1871), de que
a cor do céu era causada pela refracdo angular da luz pelas particulas atmosféricas,
destacando a importancia do angulo de refracdo, independentemente da massa, tamanho e
forma das particulas; mas foi a partir dos trabalhos de Pecora (1964), e outros depois dele,

que se resolveu o coeficiente de difusdo (STETEFELD et al, 2016; HULLA et al, 2015).

(d
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Figura 1. O Microscépio Eletrénico de Transmissdo. (A) Primeiro
microscépio produzido em série (1939; UM 10, Siemens). (B)
Micrografia eletrénica de transmissao de nanocristais de ferro de
varios tamanhos e formas. Fontes: ANDREWS (2009) e CASAVOLA et

al (2015).

Amparada nessas ultimas pesquisas, a Malvern Instruments comercializou o primeiro
aparelho de espalhamento de luz (Zetasizer; Figura 2). O potencial zeta é obtido da
mobilidade eletroforética e da velocimetria das nanoparticulas de uma populacdo
amostrada de uma dispersao e submetidas a uma diferenca de potencial elétrico; enquanto
as nanoparticulas se movem para o eletrodo de carga oposta a da sua superficie, a flutuagao

no espalhamento eletroforético da luz, que é proporcional a velocidade de deslocamento
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Figura 2. O Zetasizer. (A) Zetasizer NanoZS. (B) Derivacdo do potencial zeta pelo espalhamento
eletroforético da luz, a partir do modelo de dupla camada elétrica. (C-F) Estimac¢do do diametro
hidrodindmico pelo método do espalhamento dinamico da luz a 1732. Fonte: MALVERN (2013).
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das nanoparticulas, é usada para derivar o potencial zeta no plano de deslizamento. O
didametro hidrodinamico das nanoparticulas de outra populagdo também é derivado da
flutuagdao no espalhamento dinamico da luz incidente a 1732, o qual varia em fungao desse
didametro e da respectiva velocidade das nanoparticulas em movimento browniano; isto é, a
informagdo é representada graficamente como diametro em fungdo da intensidade de

espalhamento das nanoparticulas (MALVERN, 2013).

Essa mesma empresa, baseada nesse mesmo principio, passou a comercializar novo
dispositivo (Nanosight; Figura 3), mas que utiliza técnica diferenciada; as nanoparticulas de
uma populagao amostrada de uma dispersao sdo rastreadas individualmente; o percurso do
movimento browniano de cada nanoparticula é tracado pelo espalhamento e gravado
(informagdo visual); o didmetro hidrodindmico é calculado em fun¢do do deslocamento
registrado nas imagens seriadas e da estimativa do respectivo coeficiente de difusdo, mas
em funcdo do numero de particulas; ou seja, a informacdo é representada graficamente

como didmetro em func¢do da concentracdo de nanoparticulas (MALVERN, 2012).
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Figura 3. O Nanosight. (A) Nanosight NS300. (B-C) Rastreamento individual de nanoparticulas em
movimento browniano. (D) Espalhamento de luz pelas nanoparticulas. Fonte: MALVERN (2012).

As principais diferencas entre as duas metodologias acima relacionadas podem foram

sumarizadas por FILIPE et al (2010).
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No percurso de todo esse progresso cientifico e tecnolégico, foi Richard Feynman
(1959) quem fundou conceitualmente a visdao da nanociéncia (e da nanotecnologia) como a
manipulagdo da matéria, a partir de seus elementos atdmicos (“de baixo”, e abaixo na escala
das grandezas fisicas relacionadas ao tamanho), para estruturas mais complexas (“de cima”
ou “para cima” nessas escalas), o que também exigiria o desenvolvimento de ferramental
adequado a essa manipulagdao (como microscépios de maior resolugao, entre outros, que se
tornaram realidade, como anteriormente explicitado). Norio Taniguchi (1974) capturou esse
conceito por meio do termo “nanotecnologia”, que seria “o processamento, a separacao, a
consolidacdo e a deformagao dos materiais em um Unico 4tomo ou molécula”. Eric Drexler
(1981) incorporou a visao conceitual a nogao de engenharia, através do delineamento e da
especificacdo da composicdo atdomica de moléculas e de estruturas mais complexas. Mas
foram Harry Kroto e colegas (1985) que provaram plausiveis tais visdes, quando
engenhosamente sintetizaram o fulereno e o estudaram por meio da microscopia de forga
atdmica, outra inovagao; conhecimento esse a partir do qual Sumio lijima (1991) sintetizou
os nanotubos de carbono de multiplas paredes; e os nanotubos, também posteriormente
sintetizados por outros grupos e outras vias, foram a primeira classe de nanomateriais

empregada industrialmente (SANTAMARIA, 2012; HULLA et al, 2015).

Portanto, a nanociéncia saiu da visdo (SANTAMARIA, 2012) e se conformou

epistemologicamente como area interdisciplinar do conhecimento, a partir da convergéncia
de disciplinas, e isso continua exigindo um processo de “nanoalfabetizacao” envolvendo 5
atores: academia, industria, governo, organiza¢ces governamentais e populacdo (YAWSON,

2012); até por causa da dimensdo ética da nanotecnologia (KUZMA & BESLEY, 2008). Trata-

se, entdo, de fronteira do conhecimento (SAHU, 2015) e de convergéncia de processos e
diversos campos de conhecimento (ciéncias naturais, bioldgicas, da saude, humanas, sociais,

entre outras mais); de concatenacdo de esforgos e recursos para Unico objeto de estudo.

Ndo foi a toa que ROCO & BAINBRIDGE (2003), no bojo da iniciativa estadunidense de

nanotecnologia, declararam que a convergéncia é baseada na unidade material na
nanoescala, pois os blocos de construcdo da matéria que sdo fundamentais e comuns a
todas as ciéncias se originam nessa escala; portanto, a interacdo desses campos pelo seu
fator comum seria a chave transformadora para o desenvolvimento de tecnologias NBIC
(nano-bio-info-cogno); a nanotecnologia introduz uma matriz, uma estrutura comum

(NORDMANN, 2004). A ciéncia (nanociéncia) baseada em conceitos unificados da matéria na
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nanoescala fornece uma nova base para a producdo de conhecimento e a inovacdo

tecnoldgica (ROCO & BAINBRIDGE, 2006), de sorte que sua prépria aplicagdo social e

industrial (nanotecnologia) depende dessa integracdo (ROCO et al, 2013).

Também, é interessante a circularidade relatada por MARCOVICH & SHINN (2009),

pela qual, na nanociéncia e na nanotecnologia, a forma é, ao mesmo tempo, meio e objeto
de estudo; a forma torna-se um sistema de explicacdo, de interpretacao, de verificagao dos
resultados e de compreensdo de fendmenos; trata-se de uma cultura do procedimento

cientifico articulada em torno da nog¢ao de morfologia. Ainda, segundo BURSTEN et al

(20161!, os conceitos fisicos, como os de superficie e de continuidade de um material, sdo
dependentes da escala; ou seja, a estrutura dos conceitos deve seguir a estrutura dos
sistemas que elas intentam representar; tanto é que, apesar de um nanomaterial ser distinto
de um material em macroescala, também é diferente dos dtomos isolados que o constituem,
de modo a se configurar o Paradoxo de Sorites: quando uma amostra desse material é
pequena (escala subnanométrica) ou grande demais (escala suprananométrica), as
propriedades cessam e ele deixa de ser um nanomaterial; portanto, seriam as propriedades

dependentes da escala que definiriam o que seria um nanomaterial (BURSTEN, 2016°).

Como destacado por EL-SAYED (2001): (1) se as propriedades fisicas de um material

dependem do tipo e da velocidade de movimentagdo que seus elétrons podem executar; (2)
se esses parametros estdo condicionados pela distancia entre cada dtomo e o espaco
disponivel entre eles para esse deslocamento; (3) se essas caracteristicas derivam
diretamente da forma e da dimensdo desse material; e (4) se essa conformacdo é
determinada pela composicdo atomica do material; (5) logo, o controle elemental da
matéria e sua formatacdao morfoldgica na nanoescala reduzem essas distancias e esses
espacos, o que, por fim, repercute na manifestacdao de novas propriedades quanticas, ou de
“efeitos do confinamento espacial”; quando um elétron estd ligado ao orbital de um atomo
ou de uma molécula, ndo esta livre (isto é, estd confinado), e sua movimentacdo também
esta confinada e tem energia discreta (quantidade definida); o comportamento quantico da
matéria passa a se subordinar a suas caracteristicas fisicas de composicdo, forma e tamanho.

Por conseguinte, e apesar das varias definicbes de nanociéncia e nanotecnologia na
literatura, e das mais citadas serem aquelas delimitadas por 6rgdos ou agéncias publicas

(YAWSON, 2012), aquelas trazidas e contextualizadas por MELO & PIMENTA (2004) e GOMES

& MELO (2004) capturam a estrutura conceitual, a qual, tratando de ontologia, representa
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uma categorizacao daquilo que existe no mundo da maneira mais completa e geral possivel

(KASAMA, 2009). O desenvolvimento sinérgico da Nanociéncia — como pesquisa bdsica e

producdo de conhecimento através da observacdo e da explicacdo de fendmenos na escala
atébmica — e da Nanotecnologia — como pesquisa aplicada a translagdo desse conhecimento
e o aproveitamento desses fendmenos para a intervencdo na realidade que se deseja
manipular —, tém sua motivacdo na inovag¢do e na persecu¢do da convergéncia (varias
propriedades em uma mesma estrutura) e da miniaturizacdo (uma estrutura cujas
dimensbes jazem dentro da nanoescala), pois tratam de novos fenémenos quanticos,

manifestados pelo confinamento espacial e temporal da matéria nessa escala.

1.2. Nanotoxicologia

A nanotecnologia se afirma como revolugdao tecnolégica universal; parece ser
admitida como fator inovador em todos os campos do empreendimento humano; como
qualguer nova tecnologia, seus potenciais beneficios podem ser acompanhados de perigos e
riscos; e é exatamente esse o ponto de precaugao — nanomateriais possuem propriedades
novas, e como podem se comportar de maneira singular, podem ser toxicologicamente
ativos (ou mais reativos), e os perigos e riscos associados também podem ser novacoes
(Figura 4); deve ser considerado o potencial de indugao de efeitos citotéxicos, genotdxicos,
inflamatdrios e até mesmo de cancer; portanto, a nanotoxicologia esta se desenvolvendo
paralelamente a nanotecnologia, para definir os perigos e os riscos associados; s6 quando
esses elementos forem identificados é que os pontos criticos poderao ser controlados; além
disso, como os nanomateriais estdo se integrando cada vez mais na economia, muitos tém
reconhecido a necessidade da identificacdo prospectiva desses pontos numa abordagem

responsavel (CURTIS et al, 2006; SAVOLAINEN et al, 2010; MAYNARD, 2012; HUSSAIN et al,

2015).
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Figura 4. Propriedades de um nanomaterial que podem estar associadas a sua toxicidade. Fonte:
HUSSAIN et al (2015).
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O desenvolvimento nanotecnoldgico deverd incrementar a fonte antropogénica de

exposicdo de nanomateriais pelas diversas rotas (OBERDORSTER et al, 2005% Figura 5).

Recomendou-se a prevencdo dessa exposi¢cio por acdes de precaucdo (OBERDORSTER,

2010) e a adogao da seguinte estratégia de avaliagdo da toxicidade: caracterizacao fisico-
quimica (para se correlacionar as caracteristicas aos efeitos), ensaios celulares in vitro (para
se isolar os mecanismos e as vias de agao), ensaios nao celulares in vitro (solubilidade,

persisténcia, etc), e ensaios in vivo (OBERDORSTER et al, 2005%). Mesmo assim, ndo se pode

generalizar que todo nanomaterial seja genotdxico ou que a nanoescala aumentara esse

efeito (NORPPA et al, 2011; DONALDSON & POLAND, 2013). Como ha incerteza sobre a real

toxicidade dos nanomateriais (MIHALACHE et al, 2017), permanecerd o contraste entre os

juizos de valor da nanociéncia (o peso da evidéncia e seus elementos quantitativos) e os
juizos de valor sociais ou da ciéncia da precaucdo (que aceita elementos qualitativos); e
esforco devera ser empregado para tratar do aspecto social da nanotecnologia (ELLIOT,

2013; KUZMA & BESLEY, 2008), inclusive com amparo em estudos de toxicologia

(observacdo e descrigao) associados a modelagem (predicdo) (LOUREIRO et al, 2015).
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A seguranga dos produtos contendo nanomateriais foi uma preocupagao social
precoce, pois, apesar das expectativas de adequacdo das técnicas de avaliagdo de risco
tradicionalmente aplicadas as substancias quimicas, vdrios relatos demonstraram
especificidades nessa avaliacdo: novas rotas de exposicao e vias de translocacdo; dosimetria
e biocinética dependentes das propriedades e caracteristicas da nanoescala (tamanho,

carga, forma, entre outros); e novas aplicacdes levariam a novos mecanismos de interacdo
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(HULLA et al, 2015). E, apesar de materiais serem biocompativeis e aprovados pela United

States Food and Drug Administration (USFDA) para uso clinico nas formas de apresentacdo
em micro e macroescala, isso ndo exclui direta e objetivamente o potencial téxico desses

materiais apresentados na nanoescala (LOUREIRO et al, 2015). Na verdade, desde o inicio da

iniciativa estadunidense de nanotecnologia, houve preocupacdo a respeito da
nanotoxicidade, uma vez que, desde a década de 1970, ja se havia acumulado conhecimento
a respeito da toxicidade diferenciada das particulas ultrafinas (< 100 nm) em relacdo as de
maior didmetro, quando inaladas; ja se sabia da importancia do tamanho das particulas
sobre sua toxicidade; e, ainda na década de 1990, foram publicados relatérios a respeito da
toxicidade inalatdria de nanoparticulas (TiO, e Al,03); em 2004 comegaram a ser publicados
estudos comprovando a toxicidade inalatéria de nanotubos de carbono; até que o termo
“nanotoxicologia” foi primeiramente empregado por DONALDSON e colegas (2004) e o

periédico “Nanotoxicology” foi lancado (2007) (SANTAMARIA, 2012). Ainda, em 2004 a Royal

Academy of Engineering tinha publicado o relatério “Nanoscience and nanotechnologies:

opportunities and uncertainties”, onde destacava a necessidade de gera¢do e consolidagao

de informacdo sobre os riscos e perigos associados a nanotecnologia (SINGH et al, 2009).

Posteriormente, varios estudos reiteraram casos de associacdo inversa tamanho-efeito:
guanto menor o tamanho, maior o efeito, possivelmente atribuivel ao grau de internalizacao

e a alta relacdo entre area e volume (LOUREIRO et al, 2015).

A questdo da seguranca e de sua percep¢ao é tamanha que se consolidou como uma
necessidade da sociedade (uma preocupacao ética essencial) e uma prioridade de pesquisa
fundamental até 2020 (Quadro 1), e ha a consciéncia de que os nanomateriais ainda devem
ser estudados caso-a-caso, ao invés de se pressupor antecipadamente qualquer similaridade
de efeito por similitude de composicdao ou sintese, de sorte que se possa discernir quais

propriedades especificas estdo associadas aos efeitos observados (ROCO et al, 2010; ELLIOT,

2013; LOUREIRO et al, 2015). Isso porque o atual e intensivo progresso cientifico e

tecnoldgico estimulou o crescimento cumulativo dos danos ambientais (ZHIRONKIN et al,

2011). Nesse aspecto, foi a propria convergéncia que forneceu o estratagema para, ao
mesmo tempo, orientar a pesquisa bdsica e compatibilizar os mecanismos de manutencao
da acdo desejada (nanotecnologia) e a prevencao da reacdo indesejada (nanotoxicologia) no

compartimento biolégico (biocompatibilidade e seguranca). Segundo ROCO & BAINBRIDGE

(2006), a convergéncia é essencial, pois o efeito toxicoldgico parece débvio para alguns
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apenas quando a citotoxicidade é aguda e significativa, mas é conhecido que a toxicidade de
alguns nanomateriais é complexa e envolve interagdes especificas; e a premissa de que
coberturas (como albumina ou silica) tornariam biocompativeis esses nanomateriais (que

podem ser constituidos de metais pesados tdxicos) pode demonstrar-se equivocada.

Quadro 1. Conhecimento acumulado (retrospectiva) e diretrizes para a pesquisa em nanotecnologia

para 2020 (perspectivas) quanto a questdes ambientais, de salde e de seguranca.

Retrospectiva

Perspectivas

- As propriedades Unicas dos nanomateriais
permitem uma gama de interacdes com
moléculas e processos biolégicos que podem
constituir tanto perigos e riscos quanto
oportunidades de diagndstico e de tratamentos
- Os perigos devem ser avaliados em funcdo das
caracteristicas dos nanomateriais na nanoescala

- Estudar a interface nano-bio pelo
desenvolvimento de instrumental e de
metodologias que esclarecam as propriedades e
as interacOes biologicamente representativas
para a avaliagdo de risco e para o delineamento
seguro e mais eficaz

- As vias de efeito toxicolégico em modelos
celulares (preditivos) constituem base cientifica
incremental e robusta para a identificacdo das
propriedades dos nanomateriais relacionadas a
perigos

- A producédo de espécies reativas (radicais livres)
€ um mecanismo hierdrquico importante e pode
ser utilizada para se ranquear e agrupar
nanomateriais

- Empregar essas vias como base ou plataformas
de selecdo, ranqueamento e priorizacdo de
nanomateriais para estudos de validacdo em
modelos animais

- Validar a comparabilidade em sistemas
celulares e animais obtidos no segmento linear
da relacdo concentracdo-resposta

- Desenvolver métodos experimentais e
preditivos da exposicdo a varios nanomateriais e

por vdrias rotas

- Protocolos harmonizados validados por ensaios | - Desenvolver protocolos padronizados e
inter-laboratoriais estratégias de avaliagdo durante todo o ciclo de
vida do nanomaterial

Fonte: (ROCO et al, 2010), com modificagGes.

VANCE et al (2015) reanalisaram o inventario de produtos nanotecnoldgicos

atualizado até marco de 2015 (1814 produtos; 622 empresas; 32 paises), e incluiram
descritores (caracteristicas) de relevancia toxicolégica, como composicdo e vias potenciais
de exposicdo; destaca-se que ha nanomaterial que apresenta ferro ou manganés em sua
composicdo, que a maioria dos nanomateriais metalicos se apresenta suspenso em fluido, e
gue a via inalatdria é quantitativamente relevante (Figura 6). Como o consumo exigird a
fabricacdo desses produtos e como sua utilizacdo dependerda da aplicacdo, os cenarios
esperados serdo de exposicdo: ocupacional cronica; por consumo esporadico (aguda); ou por

consumo continuado (crénica) (SINGH et al, 2009). Dai a importancia de que se dé atencdo

especial a possibilidade de exposicdo durante todo o ciclo de vida do nanomaterial (da
fabricacdo até o descarte ou eliminacdo; Figura 7), a fim de que se possa identificar os riscos

de exposicdo (SAVOLAINEN et al, 2010; CANU et al, 2016).
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No contexto ocupacional, PRESUME et al (2016) identificaram 6xidos metalicos em

macréfagos infiltrados em regido fibrosa no pulmdo de soldadores (Figura 8); quando
concentracOes representativas desse cenario foram subcronicamente administradas em
camundongos (3 meses), as nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,04) causaram
fibrose peribronquiolar moderada, enquanto as de maguemita (Fe,03) causaram fibrose
peribronquiolar, perivascular e alveolar, juntamente com inflamacdo intersticial (indicativo

de translocacdo). Anteriormente, ANDUJAR et al (2014) detectaram esses 6xidos no pulmao

de soldadores e que esses nanomateriais induziram secretoma pro-inflamatério e a

migragdo de macréfagos em cultivo celular (Figura 8). Igualmente, YADAV et al (2001) ja

haviam comprovado em estudo observacional de soldadores que a exposicdo a gases e
matéria particulada complexa (que poderiam conter ferrita de manganés e éxidos de ferro)

causou dano cromossémico considerdvel em linfécitos amostrados dessa populagdo.
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Figura 7. Fases potenciais do ciclo de vida de um nanomaterial e a identificacdo de possiveis perigos,

eventos de risco e vias de exposicdo. Fonte: CANU et al (2016).

Ressalte-se que ferrita de manganés (MnFe;0,) ja sdo produzidas e comercializadas

por varios fornecedores: CAS# 1344-43-0 = US Research Nanomaterials; CAS# 12063-10-4 =

American Elements, Sigma-Aldricht, Nano Research Lab, Alfa Chemistry, 1717 CheMall

Corporation, MuseChem, Nanjing Emperor Nano Materials Co. Portanto, o risco ocupacional

existe e exige o estudo toxicolégico em modelo compativel com esse cendrio (Figura 9).

Figura 8. Exposicdo ocupacional e experimental a Oxidos
metadlicos. (A-B) Exposicdo ocupacional: achados em soldadores
expostos cronicamente; (A) Mapeamento elemental de corte de
tecido pulmonar (ferro; manganés); (B) Identificacdo morfoldgica
e elemental de Oxidos de manganés em homogeneizado
pulmonar. (C-D) Exposicdo experimental: achados encontrados
em ensaio subcrdnico inalatério em camundongos expostos a
oxidos metalicos (tempo: 3 meses; concentragdo: 50 pg); (C)
Aglomerados de nanoparticulas (MnFe,0,4) no limen alveolar; (D)
Quantificagdo desses aglomerados na amostra de tecido. Fontes:
ANDUJAR et al (2014) e PRESUME et al (2016), com modificagdes.
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A preocupacdo com os efeitos da sobrecarga de metais no compartimento celular é

antiga (ferro e manganés, no caso).

A

Fate of nanoparticles in the lungs

Inertial
impactation

Gravitational

electrostatic sedimentation

deposition

Alveolar
epithelium

Brownian
diffusion

Rapid translocation from surface

Figura 9. Deposicdo e translocacdo de nanoparticulas no trato respiratério. (A) Modelo de deposi¢do
difusional em todo o trato. (B) Mecanismos de deposi¢cdao conforme o segmento do trato. Fontes:
KREYLING et al (2013) e FROHLICH & SALAR-BEHZADI (2014).

O ferro hd tempos é associado ao cancer (STEVENS et al/, 1988; NELSON, 2001;

HUANG, 2003; ROCKFIELD et al, 2017) e ha estratégias terapéuticas antineopldsicas por sua

quelacdo (KALINOWSKI & RICHARDSON, 2005; MOUSSA et al, 2018), promoc¢do de

ferroptose (ALVAREZ & POSSEMATO, 2018) ou exploracdo de seu efeito oxidativo tardio (XU

et al, 2017). Segundo SINGH et al (2009), o ferro liberado de 6xidos metalicos age por

inimeras vias, tanto indiretas (producdo de radicais livres e lipoperoxidacdao oxidativa)
guanto diretas (dano do material genético e de proteinas); pressupdem que a internalizacdo
celular de éxidos férricos, atrelada a remogdo ou degradac¢do da cobertura, podera causar
sobrecarrega de nanoparticulas (e de ferro), sendo um fator de risco.

A exposicdo ao manganés é associada a mutagenicidade e carcinogenicidade (BEVAN

et al, ). De acordo com eta , Mn“" pode causar erro na incorporagao
[, 2017). D d BECKMAN / (1985), Mn** pod i a

de bases, devido a sua ligacdo a fita simples durante a replicacdo, ou por interacdo com a

polimerase |; MEO et al (1991) indicaram que a decomposicdo de sais de manganés em

.~ AT . ~ 2 . ~
condi¢des acidicas favoreceria a conversdo a Mn‘’, um conhecido agente com acdo
mutagénica (positivo no teste de Ames), danificadora do acido desoxirribonucleico (ensaio

do cometa), e potencialmente carcinogénico; KAUR et al (2017) apontaram que a sobrecarga
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de manganés (em modelo bacteriano — Escherichia coli) causou a deplecdo de ferro, o que
interferiu na funcionalidade de metaloenzimas férricas, concorrentemente a interferéncia na
respiracdo celular, de modo a ter reduzido a proliferacdo e a manutencdo da integridade de

biomoléculas, como proteinas e acidos nucleares; TARALE et al (2017) relataram que Mn?*

alterou a metilacdo dos genes PINK;—PARK; e causou disfuncdo mitocondrial; STEPHENSON
et al (2013) descreveram dano oxidativo molecular (oxidagdo da timina) causado por ions
Mn?**, efeito que foi mitigado pelo tratamento com glutationa e N-acetilcisteina; o elemento,
absorvido na forma ionizada e transportado pela transferrina, uma vez dentro célula, seria

predominantemente encontrado na mitocondria e nucleo; ZAKHARCHEVA et al (2017)

demonstraram que células de cancer ovariano com capacidade aumentada de reparacao do
acido desoxirribonucleico seriam resistentes a concentragdes tdxicas de Mn?*; por fim,

ALIMBA et al (2016) reportaram que o tratamento de células linfoblastoides com Mn**

causou o aumento do efeito genotdxico cromossomal (micronucleagdo) e da inibicdo da
proliferacdo celular com relagdo concentracdo-resposta linear.

Um campo especifico da nanotoxicologia é a Nanogenotoxicologia. A importancia da
area é exemplificada pelo conhecimento de que varias substancias danificam e alteram o
material genético ou seu funcionamento e sua expressdao; sdo eventos genotdxicos e

mutagénicos que promovem ou iniciam a carcinogénese (SINGH et al, 2009; LOUREIRO et al,

2015). Como reiterado por DOAK et al (2017), a avaliacdo de risco dos nanomateriais busca

estabelecer a potencialidade deles induzirem dano ao material genético (genotoxicidade,
mutacles genéticas e aberracdes cromossOmicas), e, subsequentemente, a iniciacdo da
formacdo de um tumor (carcinogénese); a instabilidade genética envolvendo o acumulo de
tais eventos estd intimamente associada a carcinogénese e ja foi detectada em todas as
malignidades; o cancer é um fenétipo que resulta da acumulacdao de multiplos eventos que
conduzem a formacdo de um tumor de forma progressiva e em multiplas etapas (Figura 10).
Varios artigos ja revisaram o assunto, a terminologia bdasica de (geno)toxicologia, os
mecanismos de genotoxicidade, os ensaios e pardmetros mais usados e o quadro da

genotoxicidade de nanomateriais (GONZALEZ et al, 2008; LANDSIEDEL et al, 2009; SINGH et

al, 2009; RIM et al, 2013; MAGDOLENOVA et al, 2014; KUMAR et al, 2014; GOLBAMAKI et al,

2015; DOAK & DUSINSKA, 2016).

O potencial genotdxico dos nanomateriais ja havia sido demonstrado pela interacao

inespecifica de nanoparticulas de ouro com fitas duplas de acido desoxirribonucleico, na
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auséncia de bases expostas SANDSTROM et al (2003); também foi comprovado in vivo por LI

et al (2010) que a anatase (TiO;) poderia se inserir nas bases de acido desoxirribonucleico, se
ligar a nucleotideos, e alterar sua estrutura molecular secundaria em hepatdcitos; e a
literatura indica que os nanotubos de carbono s3ao genotdxicos e carcinogénicos

(SAVOLAINEN et al, 2010).
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Figura 10. Carcinogénese segundo a teoria das multiplas etapas. Fonte: RIBEIRO et a/ (2003).

No campo regulatério, a Genotoxicologia estuda a carcinogénese genotdxica (Figura
11), ou a associacdo entre exposicao e danos ao material genético (acido desoxirribonucleico
e cromossomos), segundo mecanismos classificados como: (1) primarios diretos, por
contato com o 4cido desoxirribonucleico, durante a intérfase (replicacdo, transcricao,
reparacao e intercalacdo) ou a mitose (clastogenia ou aneuploidia); (2) primarios indiretos,
por contato ou interferéncia do nanomaterial ou por a¢cdo de radicais livres em outras
biomoléculas e substratos da intérfase (replicacdo, transcricdo, reparacdo, regulacdo do ciclo
celular) ou da mitose (centriolo, quinetocoro, microtubulos, proteinas do eixo mitético); ou
(3) secundarios, por acdo inflamatdria e que ndo requer internalizacdo (somente em
modelos in vivo ou em cocultivo). Um nanomaterial sera classificado, de acordo com o seu
efeito, como: (i) genotéxico — quando danificar ou interferir na integridade ou na
funcionalidade do material genético, como fragmentacdo cromossémica ou do &cido
desoxirribonucleico, formacao de adutos por oxidacdao, mutacgdes, recombinacgdes, ligacdes
cruzadas entre as fitas, entre outros; ou (ii) nao-genotdxico — quando seu mecanismo nao

implicar em tais danos ou disfuncGes do material genético (THYBAUD et al, 2007; SINGH et

al, 2009; LOUREIRO et al, 2015; GUERARD et al, 2015; EVANS et al, 2016).
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Apesar de ndo haver critérios prefixados, o NANOGENOTOX (2013) classificou como

resultado positivo para genotoxicidade o aumento estatisticamente significativo do efeito
em pelo menos 2 grupos tratados ou na maior concentracdo, acompanhado de relacdo
concentragdo-resposta linear. Em todo o caso, ha a exigéncia de se comprovar se houve a
internalizacdo do nanomaterial, para que se possa categorizar o mecanismo de acdo
(primdrio ou secundario) e avaliar a relevancia do efeito observado; na inevidéncia, um
resultado negativo podera ser falso devido a falta de exposicdo e a ndo-genotoxicidade nao
poderd ser excluida, exceto se se tratar de um modelo experimental complexo no qual possa

ocorrer mecanismo genotoxico secundario (in vivo ou cocultivo) (NANOGENOTOX, 2013;

HUK et al, 2014); MAGDOLENOVA et al, 2014; GUERARD et al, 2015; DUSINSKA et al, 2015).

Carcinogenic agent
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Figura 11. Mecanismos e vias de a¢do de agentes genotdxicos e nao-genotdxicos associados a
carcinogénese. Fonte: LOUREIRO et al (2015).

Esclarecidos os fundamentos da (nano)genotoxicologia, agora se tratard dos ensaios
conduzidos nesta pesquisa. Tradicionalmente, a bateria de estudos para substancias
moleculares e soluveis é delineada para identificar mecanismos representativos de eventos
criticos no processo carcinogénico: mutacdo genética e aberracdo cromossOmica —
mormente a clastogénese (estrutural, com perda por fragmentacdo) e a aneuploidia

(numérica, com perda sem fragmentacdo) (KIRKLAND et al, 2011; LOUREIRO et al, 2015;

DUSINSKA et al, 2015).
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Os métodos in vitro e em etapas podem substituir os in vivo como preditores de risco
da carcinogénese genotdxica, pois podem isolar os mecanismos e vias de agao e elucidar
relacdes concentracdo-resposta ndo lineares e efeitos em regimes de baixa dosimetria; e

isso desde que sejam ajustados para se testar nanomateriais (STONE et al, 2009; GUERARD

et al, 2015; LOUREIRO et al, 2015). Os métodos in vivo podem ser proibidos e inadequados

para discriminagdo, pois o mecanismo secundario prevalece nesses modelos (EVANS et al,
2016); assim, devem ser executados quando os resultados forem claramente positivos, para
se encorpar o peso das evidéncias, escrutinizar o modo de acdo (se for mormente indireto
ou secundario) e a relevancia para a exposicdo humana, e determinar o risco e sua

extrapolacdo para humanos (GUERARD et al, 2015; THYBAUD et al, 2007; MARTUS et al,

2015).

1.2.1. Ensaio de eletroforese alcalina em gel de células individuais (Cometa)

O método classico para a verificagdo de mutacdo genética é o teste de Ames

(THYBAUD et al, 2007; KIRKLAND et al, 2011). Entretanto, hd relatos da inadequacdo do

modelo procarioto (bactéria); a parede celular dificultaria ou impediria a internalizacdo de
nanomateriais insolUveis e renderia resultados falso negativos com alta frequéncia

(LANDSIEDEL et al, 2009; WOODRUFF et al, 2012; RASMUSSEN et al, 2016). Outro método

usado é o ensaio do cometa. O seu principio é: o aumento da danificagdo aumentara a
frequéncia da sua reparacdo e o risco de mutacdo e incompletudes; logo, é marcador
potencial de mutagdo, de sua fixacdo e de instabilidade genética, todas associadas a

carcinogénese (COLLINS et al, 1997"; STONE et al, 2009; KARLSSON, 2010; AZQUETA et al,

2014 e EL YAMANI et al, 2016).

O delineamento experimental in vitro é hierdrquico; cada nivel de mensuracdo (de
variacdo) estd hierarquica e ascendentemente contido em outro que lhe ascende [12(cultivo
ou garrafa) J 22(subcultivo ou poco ou unidade experimental ou replicata bioldgica) J
32(lamina ou gel ou replicata técnica) J 42(célula)]; (Figura 12). Enquanto o pocgo (subcultivo)
¢ a unidade experimental (de tratamento), duas subpopulacbes de células sdo
independentemente amostradas dele (replicatas técnicas), acamadas na respectiva lamina e
submetidas a eletroforese; uma amostra de 50 células de cada subpopulacdo é entdo
analisada em sistema semi-automatizado; a intensidade do acido desoxirribonucleico na

cauda de cada cometa é sumarizada estatisticamente (média) em cada lamina, e essa é
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consecutivamente sumarizada estatisticamente (média) em cada poco, e assim por diante,

ascendentemente (Figura 13).
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Figura 12. Delineamento hierarquico e fluxo experimentais do ensaio do cometa. (A) Delineamento
experimental hierarquico ou em multiplos niveis (cultivo 5 subcultivo 2 ldmina 2 célula). (B) Fluxo
experimental geral da versao alcalina do ensaio. Fontes: LOVELL & OMORI (2008) e LOUREIRO et al

(2015).



https://academic.oup.com/mutage/article/23/3/171/1238391
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323328890000169
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323328890000169

Incubation with enzymes or other
solutions (optional); Akaline incubation;

J Electrophoresis.
=% DNA loops pulled to . T
v e —— Sk . v Cell ¥ Hwod
. : L s one side. DNA break
- N =) frequency is relatedto s L —

el e BC ) i g 2 Delsdi! 167704 9% €50 on 00 o8
= 7 of DNA in the tail ] DelsdiZ 5663 OB H© 0 @ ur

Figura 13. Sistema semi-automatizado de analise digitalizada no ensaio do cometa, modelo de
formacdo da cauda e mensuracao da intensidade da cauda. (A) Sistema Komet 5. (B) A lise em alta
osmolaridade salina e com surfactante remove as moléculas sollveis, e as quebras e os locais labeis
ou de reparagdo convertidos em quebras no meio alcalino relaxam as alcas de 4acido
desoxirribonucleico do nucleoide, as quais migram em direcdo ao anodo durante a eletroforese, para
formar a cauda do cometa (relaxamento e migragdo). (C) Regides genbmicas permanecem associadas
a matriz nuclear (MAR/SAR), e, juntamente com ela, constituem a cabeca do cometa. (D) A forma do
cometa de 3 nucleoides marcados com brometo de etidio é transformada em intensidade relativa ou
quantidade de acido desoxirribonucleico (cabega + cauda = 100%). (E) Perfil de intensidade (em
unidades arbitrarias): do fundo do campo, da célula, do cometa, da cabeca do cometa e da
. Fontes: SHAPOSHNIKOV et al (2009) e ANDOR TECHNOLOGIES (2016).
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A versdo alcalina do ensaio foi desenvolvida por RYDBERG & JOHANSON (1978); foi

aperfeicoada por OSTLING & JOHANSON (1984), com a finalidade de se quantificar as

quebras totais do acido desoxirribonucleico (simples — de uma das fitas, e, duplas — das duas
fitas) e predizer a efetividade da radioterapia, pelo acompanhamento da cinética de
reparacdo em cultivo de linfoma murino (L5178Y-S) tratado com radiacdo gama; foi

novamente aprimorada por SINGH et al (1988), os quais ja reconheciam sua relevancia na

toxicologia ambiental e no estudo da carcinogénese, e com o fito de avaliar a cinética de
reparacao em linfécitos humanos expostos a raios-X. As premissas das melhorias técnicas
postuladas pelos autores seriam — (i) aumento do relaxamento do enovelamento das algas
nos locais lisados pela radiacdo (quebras) e pela excisdo de bases ou nucleotideos (reparos);
(i) facilitacdo da migracao dessas al¢as afrouxadas; (iii) aumento da representatividade da
cauda do cometa em direcdo ao anodo eletroforético (quebras simples e duplas + locais
abasicos labeis convertidos em quebras em meio alcalino); e (iv) aumento da sensibilidade
do ensaio —; também analisaram os fatores que influenciaram a sensibilidade e concluiram
que a concentracdo de agarose na lamina e o estado da integridade celular seriam
determinantes.

O estudo da cinética de reparacdao dos danos demonstrou que as quebras simples
sdao quantitativamente maiores que as duplas e que o processo é temporalmente bimodal
em células normais, proficientes e aptas: primeiramente reparam-se as quebras simples,
cujo meio-tempo é de poucos minutos; depois as quebras duplas, com meio-tempo superior

a 60 minutos (COLLINS et al, 1995). Também recomendaram que, na evidéncia de dano

oxidativo, muito comum na presencga de ions divalentes de metais de transicao, a adicdo de
endonecleases especificas antes do desenovelamento aumentaria a sensibilidade do ensaio
e permitiria quantificar a extensao do dano oxidativo reparado e nao reparado; esse ultimo
poderia ser um marcador de deficiéncia da aptidao celular e de risco a estabilidade genética.

Ainda segundo COLLINS et al (1997%) e HUK et al (2014), a validagdo de um protocolo

pressupde a utilizacdo de padrdes (grupo controle negativo, para verificar a intensidade
basal do dano na linhagem; grupo controle positivo, para avaliar a execucdo do
procedimento) e a analise de sua confiabilidade (replicacdo, determinando-se a variacao
intracasos pelo coeficiente de variacdo) e de sua reprodutibilidade (repeticdo,

determinando-se a variacdo intercasos pela regressao linear).
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Posteriormente, AZQUETA et al (2011) e ERSSON & MOLLER (2011) revisaram o0s

procedimentos técnicos da eletroforese que poderiam ser fonte significativa de variacao
experimental. Sdo fatores criticos: a concentracdo da agarose, o tempo de desenovelamento
em meio alcalino, a voltagem da corrente elétrica e o tempo de eletroforese. A tensao da
corrente elétrica nao foi significativa, pois é inversamente proporcional a voltagem, a qual é
o parametro correto de balizamento. Ressaltaram também que essas varidveis devem ser
experimentalmente parametrizadas para cada tipo celular e variam conforme a proficiéncia
laboratorial, o que dificulta a comparacao de estudos.

As (des)vantagens desse método foram descritas em COLLINS et al, 1997%: COLLINS et

al, 1997% STONE et al, 2009; SHAPOSHNIKOV et al, 2009; AZQUETA & COLLINS, 2013;

CATALAN et al, 2014; AZQUETA & DUSINSKA, 2015; COWIE et al, 2015; KARLSSON et al,

2015; e KOPPEN et al, 2017.

Suas vantagens s3o: simplicidade, economicidade, automagdo, escalabilidade,
robustez, sensibilidade (deteccdo de agentes genotdxicos de baixa poténcia), versatilidade
(qualquer célula eucaridtica, proliferativas ou ndo, aderentes ou nao, e de qualquer tecido, e
para varias finalidades e campos de investigacdo), amplitude (detecta uma gama de danos -
quebras simples e duplas, locais de excisdo incompleta, ligacdes cruzadas, locais ldbeis a
alcalinidade e abasicos, alquilacdo, e lesGes oxidativas, se empregadas endonucleases),
comparabilidade (se usada a métrica da intensidade da cauda, a qual tem relagdo linear com
o numero de quebras, e que pode ser nesse convertida por meio de curva de calibragado),
ndo detecta o acido desoxirribonucleico mitocondrial (ndo ligado & matriz nuclear), esta
previsto nos documentos de orientacdao do REACH (Registration, evaluation, authorisation
and restriction of chemicals), adaptabilidade para aplicacio em nanomateriais e é o ensaio
mais usado em nanogenotoxicologia.

Jd as suas desvantagens sdo: baixa reprodutibilidade em tempos distintos (em
estudos observacionais); e a interpretacdo dos achados ndo é direta em delineamentos mais
simples, sem inclusdo de endonucleases (quantitativamente, implicaria menor
especificidade) ou sem avaliacdao cinética (qualitativamente, implicaria em indiscriminacao
do tipo de dano), porque as quebras (origindrias ou por conversdo) sdo transientes e
rapidamente reparadas (ndo fixadas), e ndo se distinguira se uma cauda significativa reflete
mais a ocorréncia de dano (efeito deletério) ou a sua reparacdo (efeito benéfico e revelador

de aptid3do).
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A sua aplicabilidade na avaliagdo de risco de nanomateriais foi especificamente

revisada por KARLSSON (2010), KARLSSON et al (2015), DUSINSKA et al (2015) e COLLINS et

al (2017). De acordo com os segundos, o indice de correlagdo entre os resultados positivos
para parametros distintos (ensaio do cometa e teste do micronucleo), verificada para varios
nanomateriais, indica sua aplicabilidade. Entretanto, deve ser dar atencdo ao cabimento das
recomendagdes relatadas por vdrios grupos. A estratégia em etapas pressupde o
estabelecimento do regime de tratamento (concentracdo e tempo) a partir de ensaios de
citotoxicidade ou de viabilidade, que também podem indicar parametros cinéticos. A
dosimetria devera garantir a viabilidade celular adequada, que ndo cause saturagao na
leitura ou viés de resultado falso positivo por danificacdo apoptética ou necrética do

material genético (STONE et al, 2009; CATALAN et al, 2014; HUK et al, 2014; COWIE et al,

2015; DUSINSKA et al, 2015; GUERARD et al, 2015; KOPPEN et al, 2017). O tempo de

exposicdo devera ser adequado a solubilidade do nanomaterial, e devera ser prolongado,
para, pelo menos, 24 horas, para garantir a possibilidade de internalizacdo do nanomaterial
e a avaliacdo de mecanismo primario de lesdo e da cinética de sua recuperacgao (STONE et al,

2009; HUK et al, 2014; DUSINSKA et al, 2015). A presenca de nanoparticulas no gel apds a

lise poderd potenciar o dano e causar falso positivo (STONE et al, 2009; COWIE et al, 2015),

especificamente se o nanomaterial for fotocatalitico (Di BUCCHIANICO et al, 2016). Sua

remanescéncia podera interferir na intensidade relativa se for autofluorescente (falso
positivo) ou se recobrir o cometa e prejudicar a fluorescéncia (falso negativo), ou na sua

migragao (falso negativo) (STONE et al, 2009; KARLSSON, 2010; KARLSSON et al, 2015).

1.2.2. Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese

Um dos métodos cldssicos para a deteccdo de potenciais eventos cromossémicos
(clastogenia e aneuploidia) é o teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (Figura 14).
Seu principio é: apds a exposicdo a um agente genotdxico, os danos clastogénicos do acido
desoxirribonucleico (quebras, locais abasicos ou labeis, locais de excisdo, ente outros), que
ndo sdao reparados ou que sao incorretamente reparados, além dos danos aneugénicos,
pelos quais cromossomos tem sua estrutura modificada (aberracdo) ou que ndo se segregam
corretamente para o nucleo da célula filha durante a anafase, todos conduzem a formacao
de micronucleos (micronucleacdo). Ao contrario do ensaio do cometa, que detecta danos

transientes e potencialmente reparaveis, o micronucleo formado no teste com bloqueio da
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citocinese é um marcador de danos irreversiveis e que se tornaram fixados ao material
genético (fixagdo); portanto, a sua identificagdo, mesmo apds um curto periodo de

exposi¢do, tem maior relevancia toxicoldgica (NANOGENOTOX, 2013); e sua confirmagao,

concorrentemente a detecgdo de efeito significativo e persistente no ensaio do cometa, é e
maior peso e é relevante no aspecto de mecanismo de acao.

O delineamento experimental in vitro também é hierarquico, mas menos complexo,
uma vez que apenas existem 3 niveis [12(cultivo ou garrafa) J 22(subcultivo ou camara ou
unidade experimental ou replicata bioldgica) J 32(célula)]. Enquanto a camara (subcultivo) é
a unidade experimental (de tratamento), apenas uma amostra de 10° células binucleadas de
cada uma das 2 camaras é aleatoriamente selecionada e analisada para micronucleacao, e
outra de 10% para o indice de proliferacdo; a frequéncia de micronucleacdo de cada cdmara é
somada (ldmina ou grupo = 2.10° células); o nimero de nicleos de cada célula (mono, bi ou

multinucleada) é representado como indice de proliferacao celular (Figura 14).
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Figura 14. Delineamento hierarquico e fluxo experimentais do teste do micronucleo com bloqueio da
citocinese. (A) Método de cotratamento tardio com bloqueador da citocinese: a citocalasina B é
adicionada ao meio de cultivo 6 horas apds o inicio do tratamento com o nanomaterial, e a lamina é
coletada quando forem completadas 48 horas de tratamento (42 horas apds a adicdo do bloqueador).
(B) Sistema Chamber Slide (C6682-1PAK), para cultivo celular em replicata, processamento da lamina e
marcacdo com fluoréforo. (C) Sistema EVOS flAuto para microscopia de fluorescéncia e multicanal. (D)

Microscopia de fluorescéncia de célula binucleada com filtros para 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI _

ligante especifico para dacido desoxirribonucleico) e proteina verde fluorescente (GFP _ coloracdo
imunofluorescente para proteinas do quinetocoro): as imagens sobrepostas indicam efeito clastogénico,
uma vez que no micronucleo ndo ha marcagdo para quinetocoro (o micronucleo é formado apenas por
fragmentos cromossémicos); aumento 60x. Fontes: SIGMA-ALDRICH (2018), THERMO FISHER SCIENTIFIC
(2018), SINGH et al (2012) e DOAK et al (2009) - com modificagdes.
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A importancia do teste reside no fato de que o dano ao acido desoxirribonucleico
pode ser representado por mutagGes cromossdmicas, que sdo eventos associados a

carcinogénese (FENECH, 2000). A micronucleacdao também foi recentemente relacionada a

cromotripsia, fendmeno de mutag¢dao em casos de cancer e aberragdes congénitas, pelo qual

cromossomos nao segregados sofrem fragmentacdes e extensos rearranjos (ZHANG et al,

2015).
A versao de bloqueio da citocinese do teste foi inaugurada por FENECH & MORLEY

(1985), que estudavam a frequéncia de microntcleos em linfécitos irradiados. A premissa do
bloqueio era: como linfécitos cultivados precisariam ser estimulados por mitégeno e entdo
passar por pelo menos um ciclo celular completo para que o dano cromossomal se revelasse
morfologicamente, os resultados dificilmente eram reprodutiveis (por causa de duas
dependéncias hierarquizadas - da proporcao de células que responderiam a mitogénese, e,
dessas, as que se dividiriam ao menos uma vez); bloqueando a citocinese, essas células que
passaram pela mitose seriam pronta e morfologicamente distinguiveis, pois seriam
binucleadas; o ensaio também detectou relagdo concentragdo-resposta linear a radiagao,
juntamente com a auséncia de efeito causado somente pela citocalasina B; outra vantagem
seria o fato da técnica gerar resultados quantitativos e compardveis entre experimentos.

Entdo, se deu proveito a estudos como o de CARTER (1967), que ja tinha verificado que a

citocalasina B, um macrolideo obtido do metabolismo de fungos, permitiria que células de
mamiferos em cultivo completassem a divisdo celular, mas sem prejuizo a divisao nuclear e a
viabilidade celular; na verdade, o ciclo celular progrediria e a cada divisdo nuclear o nimero
de nucleos duplicaria; o que também se observou foi 0 aumento da aderéncia ao substrato e
a reducdo da motilidade, implicando um mecanismo de acdo estrutural. Posteriormente, foi
identificado que o mecanismo de agao da citocalasina B era o bloqueio da polimerizacdo da

actina (MACLEAN-FLETCHER & POLLARD, 1980).

Também os critérios para a identificagdo e a contagem de micronucleos pelo método

de bloqueio foram padronizados (FENECH et al, 2003) e sdo amplamente aceitos (Figura 15).

Quando o método ja era aplicado no campo da genotoxicidade, FENECH (1993),

NORRPA & FALCK (2003) e FENECH et al (2011) relacionaram que a micronucleagdo se

originaria na anafase, a partir de cromossomos acéntricos e fragmentos de cromatides
retardatdrios, por causa de erro de reparo ou de ndo reparacdo de quebras do acido

desoxirribonucleico (efeito estrutural - clastogénico); enquanto que a ma segregacdo de
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cromossomos inteiros na andafase (efeito numérico - aneugénico) seria causada: (i) pela
hipometilagdo das sequéncias repetidas de 4cido desoxirribonucleico nas regides
centromérica e pericentromérica, (ii) defeito nas proteinas do quinetocoro, (iii) disfuncdo do
eixo mitdtico, e (iv) genes de ponto de checagem da anafase defeituosos; ja as pontes
nucleoplasmaticas se originariam de cromossomos dicéntricos, causados por erro de reparo
de quebras do acido desoxirribonucleico, fusdo da ponta dos teldmeros, e defeito na
separacdo de cromatides na anafase; enquanto que o broto nuclear representaria a
eliminacdo do acido desoxirribonucleico amplificado, complexos de reparo e cromossomos

em excesso de células aneuploides (Figura 16).
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Figura 15. Critérios de identificagdo e contagem de microntcleos pelo método de bloqueio da
citocinese. () Células binucleadas em conformidade com os critérios de contagem, pois as
respectivas bordas nucleares sdo distinguiveis: (A) Célula com nucleos distantes; (B) Células com
nucleos justapostos. (C-D) Célula com ponte nucleoplasmatica. (ll) Células binucleadas em
conformidade com os critérios de contagem, pois cada microntcleo tem o didmetro de (1/16 a
1/3) do didmetro médio dos binucleos: (A) Micronucleos distantes dos nucleos; (B) Microntcleos
em contato com nucleos, mas ndo os sobrepondo; (C) Micronucleos distantes dos nucleos, que
estdo ligados por ponte nucleoplasmatica; (D) Micronucleos de varios tamanhos. (lll) Células
binucleadas em ndo conformidade com os critérios de contagem: (A) Célula trinucleada — o menor
dos nucleos tem o didmetro superior a 1/3 do didmetro médio dos binucleos; (B) Presenca de
pontilhamento no citoplasma; (C) Broto nuclear ligado ao nucleo por ponte nucleopldsmatica. (D)
Brotos ndo extruidos dos nucleos. Fonte: FENECH et al (2003), com modificagdes.
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Figura 16. Fluxo de eventos possiveis em células expostas a agente (cito)genotdxico durante o teste
do micronucleo com bloqueio da citocinese. O dano severo incompativel com a viabilidade celular
induz apoptose ou necrose. Os micronucleos podem se originar da perda de cromossomos inteiros
(aneuploidia) ou de seus fragmentos (clastogenia). As pontes nucleoplasmaticas podem se originar
de cromossomos dicéntricos. Os brotos nucleares se originam da amplificacdo genética. Os efeitos
citostaticos sdo medidos pelo indice de proliferagcdo celular (média ponderada de 100 células
mononucleadas, binucleadas ou multinucleadas). Fonte: FENECH et al (2003), com modificag¢des.

Varios autores — STONE et al (2009), SINGH et al (2009), GONZALEZ et al (2011),

DOAK et al (2012), MAGDOLENOVA et al (2012), PFUHLER et al (2013), NANOGENOTOX

(2013), DUSINSKA et al (2015) e DOAK et al (2017) — revisaram a literatura ou indicaram a

aplicabilidade do teste para a avaliagdo genotdxica de nanomateriais: ele é capaz de
determinar com rapidez a frequéncia de danos e aberragdes cromossomicas e de responder
a uma variedade de mecanismos genotdxicos, sendo um dos ensaios exigiveis na bateria de

avaliacdo; o método ja é amplamente reconhecido para fins regulatérios (LOUREIRO et al,

2015) e é objeto de harmonizagdo internacional (OECD, 2010; TG-487). Além das inUmeras

recomendacdes feitas para o ensaio do cometa (no que couber), os autores (e outros mais -

LINDBERG et al, 2009; FALCK et al, 2009) registraram as seguintes recomendagoes: a relacao

concentracdo-resposta pode ndo ser monotdnica, com aumento da genotoxicidade em
concentracdes menores; nanomateriais com fraco efeito genotdxico e pouco efeito
especifico geralmente nao apresentam resultados reprodutiveis; deve ser usada linhagem
celular capaz de internalizar o nanomaterial, que tenha estabilidade cariotipica e frequéncia
basal de micronucleacdo que permita a deteccdo de efeitos genotdxicos leves, e que tenha
sua proficiéncia de reparo certificada (p53 tipos selvagem ou mutado); o regime de

cotratamento deve ser suficientemente prolongado antes da adicdo da citocalasina (para
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garantir a internalizagdo) e o tratamento deve ser continuado pelo periodo adicional de 1 -
1,5 ciclos celulares (para garantir contato do nanomaterial com o material genético durante
a mitose, quando a membrana nuclear é desfeita e depois refeita); a alta dosimetria e a
extensa aglomeragdo poderdo dificultar a visualizagdo e a analise (sobreposicao,
ocultamento e confundimento).

Alguns eventos e mecanismos citados sobre nanogenotoxicologia se aplicam ao

processo de micronucleagdo e estdo representados na Figura 17.
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Figura 17. Mecanismos possiveis de micronucleacdo nanogenotodxica. (1): Componentes celulares alvos em
mecanismo primario indireto (agentes quimicos, como espécies reativas de oxigénio — ROS ou ERO), que agem em

qualquer fase do ciclo celular; (2): Componentes celulares alvos em mecanismo primario direto (mecanico); na

intérfase, a interagdo com os microtubulos retarda o trafego de endossomos, enquanto que, com os centrossomos,
causa aberragGes cromossémicas, e com os nucleossomos, altera a expressdo génica ou dificulta a condensacdo da
cromatina e causa aberragbGes cromossOmicas; na mitose, impedem a ligacdo do microtubulo ao quinetocoro,
causando aneuploidia ou poliploidia; na anafase e teldfase, causa disfuncdo do anel de actina e entdo poliploidia.
Fonte: GONZALEZ et al (2011), com modificagses.
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1.3. Modelo Biolégico

Qualquer modelo celular eucarioto, de forma geral, pode ser usado nos ensaios de
genotoxicidade in vitro de nanomateriais; para simular uma especificidade organica
relacionada a certa via de exposicao, a linhagem representativa de um érgao-alvo pode ser
empregada; na sua indisponibilidade, pode-se avaliar a aplicabilidade de cultivo primario de
mononucleares periféricos humanos ou de linhagem linfoblastoide como substitutivo; mas é
relatado que a variacdo da sensibilidade na identificacdo da relacdo concentracdo-resposta

pode ocorrer (COWIE et al, 2015).

Independentemente da origem, o critério de escolha da linhagem deve considerar a
comprovacao de sua proficiéncia na internalizacdo do nanomaterial (quando o delineamento
experimental optar pelo monocultivo), consoante anteriormente comentado; a escolha da
linhagem celular deve ser justificada nesse sentido (OECD, 2014).

Um modelo experimental amplamente utilizado para representar o trato respiratorio
como porta de entrada ou via de administracdo de matéria (nano)particulada em estudos de
carcinogénese inalatéria é o cultivo de linhagem celular do epitélio bronquial humano na
auséncia de soro (BEAS-2B; Figura 18); tanto que foi amplamente utilizado pelas entidades

de higiene industrial que participaram do NANOGENOTOX (2013) ou que revisaram a

literatura de genotoxicidade in vitro (GONZALEZ et al, 2008; SINGH et al, 2009;

NANOGENOQOTOX, 2013; MAGDOLENOVA et al, 2014). Como ja haviam relatado LECHNER &

LaVECK (1985), a maioria dos canceres pulmonares se originariam do epitélio bronquial e

estudos epidemioldgicos indicaram que a exposicdo ambiental a agentes quimicos
carcinogénicos seria fator de risco para essa patologia. E o modelo é adequado para ensaios
de genotoxicidade em monocultivo condicionado, uma vez que também atende ao requisito
biolégico de aptidao para internalizacdo (endocitose; Figura 18).

O processo de estabelecimento da linhagem comecou com as pesquisas de LECHNER
et al (1982) para a parametrizacdo de condicdes de cultivo necessarias ao crescimento clonal
de células normais de epitélio bronquial humano (NHBE) obtidas de explantes
traqueobronquiais; a finalidade era estudar a carcinogénese na auséncia de soro e outros
fatores e indutores da transformacdao escamosa, e de modo a se controlar o crescimento
celular, a diferenciacdo escamosa, a ativacao de intermediarios e de metabdlitos, a evolugdo
do processo carcinogénico e os mecanismos de reparo genético; eles chegaram a

composicao do meio de cultivo definido LHC1. Depois, os pesquisadores verificaram que a
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Figura 18. Cultivos celulares e micrografias de linhagem de epitélio bronquial humano exposta a
nanomateriais e tipos celulares do trato respiratdrio. (A-B) Cultivo tratado com MnFe,0, por 6 horas
e 51,2 pg.mL-; (A) Ndo corados (microscopia de contrate de fase; barra 400 um); (B) Corados com
azul da Prussia e vermelho nuclear rapido (microscopia ética; barra 50 um). (C) Cultivo tratado com
TiO, por 48 horas (microscopia eletrénica de transmissdo; barra 2 um). (D) Cultivo tratado com
nanotubos de carbono de parede simples por 48 horas (microscopia eletronica de transmissdo; barra
2 um). (E) Tipos celulares do trato respiratorio: BE — célula epitelial bronquial ciliada; GC: célula
caliciforme; C: célula de Clara; M: macréfago celular (diapedese); AT-I: célula epitelial alveolar do
tipo-l; AT-lI: célula alveolar do tipo-Il; BM: célula da membrana basal; EC: célula endotelial. Fontes:
LINDBERG et al (2013), VALES et al (2014) e FROHLICH & SALAR-BEHZADI (2014). A e B (do autor).
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reducdo no crescimento clonal observada com a adicdo de soro era causada pela inducdo de
diferenciacdao escamosa terminal e era potencializada pela alta concentragdo de calcio no
meio; também destacaram que essa linhagem manteria o potencial para se diferenciar em
epitélio ciliar, mas que a manifestagdo do fendtipo escamoso era esperada, por ser a tipica
resposta metaplasica a estresse quimico e mecanico, via essa estimulada na presenca de

soro (LECHNER et al, 1984). A composi¢cao do meio de cultivo definido LHC9 foi alcancada

por LECHNER & LaVECK (1985) através da adaptacdo do meio LHC1, permitindo assim o

controle da proliferacdo e da diferenciacdo da linhagem. KE et al (1988) e REDDEL et al

(1988) estabeleceram a linhagem BEAS-2B a partir da selecdo de subcultivos clonais de
linhagem NHBE transformados e imortalizados por infeccdo com virus hibridizado Ad12-Sv40
(adenovirus - virus sincicial simio; dai a nomenclatura BEAS-2B - epitélio bronquial
transformado por virus hibridizado Ad-Sv, obtido no 22 experimento e isolado da col6nia B
de subclones); o objetivo era contornar a rapida senescéncia da linhagem NHBE, indesejada
nos ensaios de carcinogenicidade em multiplos estagios; o resultado foi a obtencdo de uma
linhagem com vida de prateleira de até 100 duplica¢cdes da populagdo, em até 34 semanas
ininterruptas, e com uma alta estabilidade (81% das células eram diploides), e que mantinha
a capacidade de transformacdo, de formacdo de epitélio tragueal em camundongos
atimicos, de producdao de mucina quando cultivada em matriz de colageno e nao
estabelecimento tumoral em modelo animal apds injecdo subcutanea. Nesse meio tempo,

REDDEL et al (1987) depositaram a patente da linhagem BEAS-2B e do meio LHC9. Uma das

vantagens sobre as células de linhagens cancerigenas é a estabilidade cariotipica daquelas

nao transformadas (DOAK et al, 2012).

A utilidade e aptidao dessa linhagem foram confirmadas em varias ocasides como

modelo do trato respiratério e patologias associadas. NOAH et al (1991) demonstraram a

integridade de receptores de histamina e de inducdo de secretoma pro-inflamatdrio apés o
desafio, de forma andloga a cultivo primario, fato util para o estudo das hipdteses de reparo
tecidual e de modulacdo da inflamacdo por células epiteliais (propriedade relevante para o

cocultivo com células imunes). KINNULA et al (1994) comprovaram sua capacidade

antioxidativa, o que seria essencial para manutencdo de sua integridade genética e também
util em estudos de cinética da resposta a estresse oxidativo e da reparacdo do material

genético; claro, isso em delineamentos mais complexos.
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Igualmente, PASCAL & TESSIER (2004) relataram que o modelo é sensivel a efeitos

citotéxicos de Mn?*, associados ao aumento da fosfoproteina intracelular e da liberagdo de
citocinas proé-inflamatodrias (IL-6 e IL-8) no tratamento com concentragdes ndo citotdxicas;
assim, o elemento estaria envolvido no recrutamento celular e na resposta inflamatdria e

poderia ser causa de mecanismos secunddrios de genotoxicidade. TESSIER & PASCAL (2006)

novamente aferiram a proficiéncia do modelo para o estudo de dano genético causado pela
liberacdo de Mn*, pois a exposicdo aumentaria a fosfoproteina intracelular (marcadora de
ativacdo da via de resposta a estresse) e a fosforilacdo das quinases ativadas por mitégeno
(ERK1/2 e SAPK/INK; aumento de 4 vezes), 1 hora apds o inicio da exposi¢do; e isso
demonstraria a interrelacdo entre as vias de sinalizacdo estresse-resposta (SAPK/JNK) e de

sinalizacdo anti-apoptoética (ERK1/2). HONDA et al (2015) também desafiaram o modelo com

diversos fons metalicos (Mn**, V¥, v>*, cr**, cr®, Zn**, Ni** e Pb®") e observaram uma relacdo
concentragdo-resposta linear na reducdo da viabilidade celular e a secre¢ao pro-inflamatdria

(IL-6 e IL-8) apbs 24 horas de tratamento com Mn?*. E SUN et al (2011) demonstraram que

células BEAS-2B extraidas de cultivo transformado apGs exposicio cronica a Cr®" e injetadas
subcutaneamente em camundongos foram capazes de estabelecer a neoplasia.

Ainda, PARK et al (2015) estabeleceram a proficiéncia celular quanto ao reparo do

acido desoxirribonucleico, uma vez que, apesar do fato da linhagem poder apresentar
mutacdes no cddon 47 e polimorfismo do cédon 72 do gene p53, o modelo ativou a p53 e a
p21 no desafio com As** e Cr®* e apresentou transformacdo maligna coerente a esses

agentes carcinogénicos. Mas ZHAO & KLIMECKI (2015) alertaram que a adigdo de soro no

meio de cultivo causou o aumento do metabolismo energético celular e as alteragdes
fenotipicas tornaram o modelo mais sensivel a citotoxicidade por As** (aumento de 5 vezes).

Ademais, em estudo comparativo, o modelo de epitélio bronquial (BEAS-2B) apontou
reparo predominante por excisdo de nucleotideos por dano oxidativo do &cido
desoxirribonucleico causado pela anatase (TiO,) 4 horas apds o inicio da exposicdo, sem
prejuizo do reparo pela via de excisdo de bases, enquanto que o modelo celular de
adenocarcinoma epitelial pulmonar (A549) apenas os demonstrou tardiamente, apds 48

horas (BIOLA-CLIER et al, 2016), o que reforcaria a aptiddo dessa linhagem para

experimentos com nanomateriais em ambos os regimes de tratamento (agudos, subcronicos

e cronicos).
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1.4. Modelo Nanotecnolaégico

As nanoferritas sao materiais de grande interesse por causa de suas propriedades
elétricas e magnéticas singulares, que lhes habilitam a aplicagdes que abarcam multiplos
aspectos da vida cotidiana. Naquelas com férmula empirica MFe,04 (M = cation divalente de
metal de transicdo 3d = Co*, Ni**, Mn?**, Mg, Fe?*), uma célula unitaria de um espinélio
contém 8 unidades de formula (8 x MFe,0,4 = 8 cations divalentes [M2+] + 16 cations férricos
{Fe*"} + 32 anions de oxigénio O%); os anions se alocam espacialmente num arranjamento
cubico de faces centradas (FCC); existem dois tipos de sitios intersticiais nas redes da
estrutura do espinélio [A]{B},04 -> ([A] = tetraédrico ou 4 anions como vértices ou cation
tem 4 coordenagdes com oxigénios “E” {B} = octaédrico ou 6 dnions como vértices ou cation
tem 6 coordenagdes com oxigénios) -> (Total de sitios em cada célula = [A*64] + {B*32} = 96)
-> (Distribuicdo dos cétions divalentes em cada célula -> M** = 8/64[A] + 16/32{B}) (KUMAR
et al, 2015; SHAHID et al, 2017; ANSARI & KHAN, 2017; Sl et al, 2017). A estruturagdao em

uma célula estd representada na Figura 19.

A B

H&

@ Oxygen ™ Tetrahedral

@ B-atoms @ Octahedral
Octahedral Sites D Oxygen
A-atoms

Tetrahedral Sites

Figura 19. Representacdo de uma célula unitaria de um espinélio MFe,0, (M = Co™, Ni**, Mn*, Mg*,
Fe®"). (A) Distribuicdo idnica pelos sitios. (B) Alinhamento dos spins dos cations ocupando os sitios
tetra e octaédricos. Fontes: HARRIS (2009) e KUMAR et al (2015).

Os espinélios de manganés possuem estrutura mista ou parcialmente invertida, com
distribuicdo catibnica parcialmente inversa; isto é, hd cations de ambas as valéncias
ocupando ambos os sitios A e B, mas em proporcdes desbalanceadas; a distribuicao dos
cations é determinada por propriedades como raio i6nico, energia eletrostatica e
configuracado eletrénica; como os ions de manganés possuem propriedades comparaveis aos
de ferro, na substituicdo a inversao é parcial (isto é, o grau de inversdo “8”, que representa a
fracdo de &tomos Mn?*  nos  sitios tetraédricos, é “6 < 17) —>

(IMn**1_sFe* s]a{Mn?*sFe®", s}s0°74); se (6 = 0,2) -> ([Mn2+0,2Fes+0,8]A{Mn2+0,2Fe3+1,8}B02_4); por
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causa dessa baixa inversdao e da baixa anisotropia cristalina, as ferrita de manganés é uma
isoestrutura denominada “ferrita mole” ou “material de fase magnética leve” (HARRIS, 2012;

DEVI & SOIBAM, 2017; ANGOTZI et al, 2017).

Nessas estruturas, o magnetismo surge do mecanismo de supertroca entre os
sublatices; como o spin nos sitios A e B, que, por serem antiparalelos, denotam um nivel
basal negativo da supertroca, a magnetizagao é reduzida. Assim, a principal estratégia para
se aumentar a magnetizacdo é causar um imbalanco positivo entre a magnetizacao dos
subredes (alterar a interacdo AB); e isso é conseguido pela substituicdo de cdations ndo

magnéticos por outros magnéticos (HARRIS et al, 2009; HARRIS, 2012). Dentre os metais de

transicdo (bloco-d), o manganés é um dos preferidos, e a sua ferrita se destaca ha muito
tempo no campo das ciéncias dos materiais, por causa da sua resisténcia a oxireduc¢ao, seu
magnetismo e sua afinidade por biomoléculas; a substituicdo com Mn?* Ihes confere alta
magnetizacdo de saturacdo e baixa constante de anisotropia, fatores distintivos sem
comparacdo com outras estruturas magnéticas; ainda, sdo quimicamente mais estdveis, e a
auséncia da liberacdo de ions e da ocorréncia de reagdes de Fenton previnem efeitos

citotoxicos indesejados (TOURINHO et al, 1989; SOUSA et al, 2001; FROLOVA &

DERHACHOV, 2017; LONG et al, 2017; KULKARNI et al, 2017; PAZIK et al, 2017)

O problema é que, além da composicdo, varios outros fatores sao essenciais e
codependentes na determinacdo das propriedades das nanoferritas. Via de regra, a
aplicacdo desejada implicarda no delineamento de uma estratégia de sintese para atingi-la

(CRUZ et al, 2017). De modo simplificado, constituem fatores criticos na customizacdo para

aplicacdo: (I) na magnetohipertermia — a perda especifica de energia, que depende do
relaxamento magnético (derivado do mecanismo de Neél, por reorientacdo do spin quando
0 campo magnético é removido, e de Brown, por friccdo das nanoparticulas com o liquido), e
o qual é positivamente dependente da magnetizacdo de saturacdo e da constante de
anisotropia, e é negativamente dependente do tamanho; e (Il) na contrastacdo por
ressonancia magnética — a magnetizacdao de saturacdo, que depende da composi¢cdo e do

tamanho (JANG et al, 2009).

Assim, apesar do manganés (Mn?") atender aos requisitos acima citados, esses
também devem ser considerados em fung¢do da origem radicante do nanomaterial, isto €, da
sintese e seus fatores que condicionam a redistribuicao e o grau de inversdao dos cations

metalicos, o comprimento das ligacdes entre eles e o angulo entre os sitios tetra e
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octaédricos, quais sejam: (i) composicdo — tipos de cations e suas propriedades atdmicas e
idnicas, sua pureza, a razdo molar das fontes de Mn*" e Fe**; (ii) forma — presenca de bandas
quebradas e orientacdo anisotropica; (iii) tamanho — correspondente a uma Unica célula
unitdria ou configuragdo monodominio (< 15nm), o que também garante o fenémeno do
superparamagnetismo (todos os spins se orientam paralelamente e em funcdo do campo
magnético, evitando intera¢cdes de atra¢cdo entre nanoparticulas); (iv) demais fatores que

influenciarem a estrutura, sua morfologia e o tamanho (TOURINHO et al, 1989; RALAND et

al., 2017; DEVI & SOIBAM, 2017; Sl et al, 2017; VELINOV et al, 2017; RASHMI et al, 2017;

KOMBAIAH et al, 2017; IRANMANESH et al, 2017; GOLSEFIDI et al, 2017; WADEHRA et al,

2017; ASIRI et al, 2018).

1.4.1. Aplicacdes
A conjugacdo das propriedades elétricas e magnéticas dos Oxidos de ferro
nanoestruturados, associada a sua apresentacdo na forma fluida coloidal e estavel

(nanofluido), conduz a uma multitude de aplicabilidades tecnolégicas (TOURINHO et al,

1989). As aplicagbes biomédicas de nanotecnologias, incluindo 6éxidos de ferro

superparamagnéticos, foram recentemente revisadas e sumarizadas por SU et al (2018);

entre essas aplicacbes destacam-se o diagndstico por imagem (ressonancia magnética) ou
laboratorial (deteccdo e separacdo magnética de anticorpos e ligantes), a terapia
(carreamento de ativos) e a instrumentacdo (sondas de captura por interacdo magnética e
aparelho portatil de espetroscopia molecular por ressonancia magnética). Ao contrario das
centenas de artigos publicados sobre a nanoparticula mais popular (Fes04), os estudos com

MnFe,0,4 estdo cada vez mais presentes na literatura (PAZIK et al, 2017). Tanto é que, em

pesquisa por recorte temporal (2017) no portal Web of Science para o termo “MnFe,0,”,
verificou-se que esse nanomaterial estd sendo sintetizado por varias vias, usando-se
multiplas técnicas, diversas funcionalidades e inumeras formas de apresentacdao
(nanomaterial singular, hibridizado, composto, conjugado ou depositado, ou, em pd ou
dispersdo); e estd sendo estudado quanto a aplicacdo de suas propriedades elétricas e
magnéticas para inumeras finalidades (Quadro 2).

Repisando o que foi anteriormente grafado, todas essas aplicacdes implicam a
sintese industrial, a manipulacdo intermediaria ou final e a aplicacdo das nanoparticulas de

ferrita de manganés; e isso, por si sO, gera um cenario potencial de ocorréncia de exposicao
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em distintos estdgios do ciclo de vida que esses nanomateriais venham a ter (ocupacional,
por consumo, ambiental), e cujo risco deve ser quantificado e avaliado. E as informacgdes de
carater toxicolégico geradas poderdo direcionar a seguranca baseada em prevencao,
mitigacdo ou delineamento e modelagem do material (isto é, a biossegurancga é atingida por

meio da biocompatibilidade).

1.4.2. Funcionalizacoes

Entretanto, enquanto a manipulacdo do tamanho, da forma e da composicdo
parametriza as propriedades do nanomaterial, a modificacdo ou funcionalizacdo da sua
superficie é um fator essencial na translagdo dessas propriedades elétricas e magnéticas

customizadas para as aplicacoes pretendidas (MONTFERRAND et al, 2012; SINGH et al,

2014); isto é, requer a estabilidade do coloide em varios meios dispersantes e no meio

bioldgico, inclusive na presenca de campo magnético (BACRI et al, 1990).

A utilizacdo de acido meso-2,3-dimercaptossuccinio (Dmsa) como cobertura de

ferrita foi amplamente revisada por ZHANG et al (2016); eles registraram que: a molécula é

um ditiol [2x(—SH)]; sua oxidacdo ao redor da superficie das nanoparticulas forma uma rede
de moléculas interligadas por ligacdes cruzadas entre os grupos tiol (pontes dissulfeto); o
excesso de grupos carboxilato livres confere potencial zeta negativo as nanoparticulas; esses
grupos também podem ser usados para ligacgdo com outras moléculas, permitindo a
formacdo de nanoestruturas multifuncionais; ndo é toxico para humanos e nem em modelos
animais; quela ions de metais pesados, formando ligacdes metal-enxofre estaveis; é
biocompativel. Desta feita, sua utilizacdo se justifica na estabilizacdo eletrostérica de um
coloide.

Quanto ao citrato, € uma molécula organica presente nos compartimentos organicos
e citoplasma, bastando dizer que ele faz parte da respiracao celular, pois € um substrato
essencial do ciclo de Kreb’s (ou Ciclo do Acido Citrico) e participa de varias vias metabdlicas
celulares, tanto na homeostasia, quanto na ocorréncia de patologias diversas (IACOBAZZ| &

INFANTINO, 2014). Ainda, em situacdes de sobrecarga sistémica de ferro acima da

capacidade de ligacdo da transferrina, funciona como quelante oligomérico de ion férrico

(FesCits), que pode ser internalizado por hepatdécitos e linfocitos T (AREZES et al, 2013).

Portanto, é biocompativel e adequado para a estabilizacdo eletrostatica de nanoparticulas.
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Quadro 2. Exploracdo das propriedades magnéticas e elétricas de nanomateriais contendo nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,0,) para
aplicagdes nanotecnoldgicas potenciais em diversas atividades econ6micas.

Aplicacao

Autor(es)

Catalisador

KHILARI & PRADHAN (2017)
WANG et al (2017")
MARTINS et al (2017)
ABROSHAN et al (2018)
GOLSEFIDI et al (2017)

JACINTHA et al (2017)

KIM et al (2017)

HE et al (2017)
ZHAO et al (2017)

ZHOU et al (2018)
HUANG et al (2017)

CHIANG et al (2017)
TAN et al (2017)
BHUYAN et al (2018)

RASHMI et al (2017)
Ll et al (2017")
MUMTAZ et al (2017)
BABAEI et al (2018)

Sensor quimico

MADHURA et al (2017)
MATATAGUI et al (2017)

KOOTI et al (2018)

ZHOU et al (2017)

ZHANG et al (2018)

Condutor, capacitor e dispositivos de
armazenamento de energia

XIAQ et al (2017)
NAVEED et al (2017)
GUO etal (2017)

LIU et al (2017)
YAN et al (2017)

KULKARNI et al (2017)

WEl et al (2017)
KWON et al (2017)

ARSALANI et al (2018)

YANG et al (2017)
Sletal (2017

Remediagdo ambiental - Co(ll),
cr(V1), Au(lll), Pd(Ill), Ag(lll), As(il),
Pt(1V), Pb(ll), tinturas, cinzas de

GHANBARIAN et al (2017)
KAFSHGARI et al (2017%)
KAFSHGARI et al (2017°)

Ll et al (2017°)
CHEN et al (2017)

YANG et al (2017)

RAHMANIA et al (2017)

SUN et al (2017)

HU et al (2017
WU et al (2017

NEYESTANI et al (2017)
STOIA et al (2017)
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maticos ciclicos (PAHSs) YOUNIS & MOUSTAFA (2017) REDDY et al (2017) BHOWMIK et al (2017)

HESAMPOUR et al (2017)
Isolante e antichamas WANG et al (2017)

Detecgao Raman

VAN SON et al (2017)

Absorg¢do de microondas

MASHADI & MULYAWAN (2018)

Acoplamento eletromecanico

BEHERA & CHOUDHARY (2017)
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ZAIDAN et al (2017)
ANAND et al (2017)

RALAND et al (2017)
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DAFFE et al (2017)
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CHAKRABORTY et al (2017)

ZHANG et al (2017)

BANERJEE et al (2017)

Biosusceptometria

LADINO et al (2017)

Entrega direcionada de ativo

AMOLI-DIVA et al (2017)

CHO et al (2017)

Antimicrobriano

KURTAN et al (2017)

ASHWINI et al (2017)

Biosensor e bioconcentrador

RASHID et al (2017)

LONG et al (2017)

Terapias (foto)térmica/dindmica

WU et al (2017)

KIM et al (2017)

CHEN et al (2017)
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se as promissoras aplicagdes das nanoparticulas de MnFe,0,,
concorrentemente com a exiguidade de dados publicados a respeito de sua citotoxicidade e
a inexisténcia de informacao cientifica disponivel a respeito de seu potencial genotdxico

comparativo in vitro, justificou-se a consecucdo da presente pesquisa.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,0,) sintetizadas
por meio das vias de coprecipitacdao (Cp) e decomposicdo térmica (Td), recobertas ou nao
com citrato (Cit) ou acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa), em modelo bioldgico
representativo da rota inalatéria de exposicao ocupacional (células imortalizadas de epitélio

bronquial humano — BEAS 2B).

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizar os parametros fisico-quimicos das nanoparticulas e seu comportamento

no meio de cultivo celular;
- Verificar sua internalizacdo celular;
- Avaliar sua citotoxicidade;
- Analisar seu potencial genotdxico; e

- Correlacionar diferencas dos efeitos citotéxicos e genotéxicos com os fatores
concentracdo de exposicao, tempo de exposicdao, via de sintese e a cobertura das

nanoparticulas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese dos nanomateriais

As nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,0,) foram sintetizadas pelo Prof. Dr.
Marcelo Henrique Sousa, da Faculdade de Ceilandia - Universidade de Brasilia (UnB), por

meio das vias de coprecipitacdo (Cp), consoante descrito por NUNES et al (2014), e

decomposicao térmica (Td), definida por SUN et al (2004), e entdao foram recobertas, ou nao,

com citrato (Cit) ou acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa); as funcionalizacdes com

Dmsa seguiram FAUCONNIER et al (1997). Os nanomateriais obtidos por coprecipitacdo

foram sintetizados no mesmo lote; os por decomposi¢cdao térmica em solvente organico, em
lotes distintos, porque essa ultima metodologia ndo permite a obten¢do de nanomateriais
na forma ndo dispersa (pd).

Deste modo, foram sintetizados 5 nanomateriais: (1) MnFe,04-Cp — sintetizado por
coprecipitacdo e sem cobertura; (2) MnFe,04-CpCit — sintetizado por coprecipitacdo e com
cobertura de citrato; (3) MnFe,04-CpDmsa — sintetizado por coprecipitacdo e com cobertura
de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico; (4) MnFe,04-TdCit — sintetizado por decomposicao
térmica e com cobertura de citrato; (5) MnFe,04-TdDmsa — sintetizado por decomposicao

térmica e com cobertura de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico.

4.2. Caracteriza¢ao dos nanomateriais

4.2.1. Morfologia e diametro primario

A forma e o diametro primario das nanoparticulas foram caracterizados em parceria
com o grupo coordenado pelo Dr. Sergio Enrique Moya (CIC biomaGUNE, Espanha),
conforme o seguinte procedimento: a dispersdo estoque de cada nanomaterial (como
recebida apds a sintese) foi homogeneizada em vortex; uma aliquota de 1 pL dessa
dispersao foi redispersa em 1 mL de agua ultrapura e ultrasonicada por 15 minutos em
banho com gelo (FB 15051, Fisher Scientific); 3 puL de cada redispersdo foram espalhados
sobre grade de cobre e carbono (malha 300), e entdo secados durante a noite; as
micrografias foram capturadas em microscépio eletronico de transmissdo (JEOL JEM-2100F);
a forma e o tamanho de 500 nanoparticulas foram mensurados com o software ZEN 2 (Carl

Zeiss Microscopy GmbH, 2011); usou-se a distribuicdo normal para a analise do diametro.
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4.2.2. Potencial zeta e diametro hidrodindmico

Inicialmente, o diametro hidrodinamico das nanoparticulas foi analisado no
equipamento Nanosight NS300 (Malvern, UK), composto de microscépio (LM10), laser
(LM14) e aplicativo de captura e tratamento de imagens (NTA 3.0 Analytical Software), no
laboratério liderado pela Dra. Irina Estrela-Lopis (Medizinische Fakultét Institut fiir
Medizinische Physik und Biophysk — ULEI - Universitdt Leipzig, Alemanha). As amostras foram
preparadas da seguinte forma: a dispersdo estoque de cada nanomaterial (como recebida
apos a sintese) foi homogeneizada em vértex; uma aliquota proporcional dessa dispersado foi
diluida em agua ultrapura (1:10 v/v) e ultrasonicada em banho com gelo por 10 minutos,
com amplitude de 10% e pulso constante (Branson Digital Sonifier, Meinhart); uma aliquota
foi rediluida em &agua ultrapura em proporgdao volumétrica suficiente para o ajuste da
concentragio adequada para a leitura (107-10° particulas/mL); entdo, 1 mL dessa

redispersdo foi injetado com seringa plastica na cdmara de leitura acoplada ao microscépio.

O diametro hidrodindmico e o potencial zeta das nanoparticulas também foram
analisados no Finnish Institute of Occupational Health (FIOH, Finlandia), utilizando o
equipamento Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, UK). As amostras foram preparadas da
seguinte forma: a dispersdo estoque de cada nanomaterial (como recebida apds a sintese)
foi homogeneizada em vértex; uma aliquota proporcional dessa dispersdao foi diluida em
agua molecular (pH = 5,7), em um tubo de ensaio de 15 mL, até a concentracdo final de
102,4 pg.mL; foi ultrasonicada em banho com gelo por 15 minutos, na frequéncia de 37 kHz
e poténcia de 30 W (ElmaSonic S15H, Tovatech LLC South Orange, NJ, USA); entdo, uma
aliquota de 1 mL foi colocada em: (i) cubeta descartdvel de poliestireno, e o diametro
hidrodinamico e sua (poli)dispersdao foram mensurados com laser a um angulo de 1732 e a
uma temperatura de 372C; ou (ii) célula descartavel de poliestireno, e o potencial zeta

aferido.

Ademais, amostras preparadas analogamente e empregadas nos ensaios biolégicos,
conforme descrito na se¢do abaixo, também foram analisadas para ambos os parametros no
mesmo Zetasizer, para fins de apuracdo do comportamento dos nanomateriais em solucdo
de albumina sérica bovina (BSA), na presenca e na auséncia de meio de cultivo celular sem

soro (LHC9).
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4.3. Ensaios bioldgicos

4.3.1. Preparo das dispersoes utilizadas nos tratamentos

O preparo das dispersdes dos nanomateriais utilizadas nos ensaios bioldgicos foi

realizado conforme proposto no protocolo desenvolvido pelo projeto NANOGENOTOX

(2013), com adaptacbes (sem utilizacdo de etanol e sonicagdo com ultrassom).
Primeiramente, uma solucdo estéril de albumina sérica bovina (BSA, 66 kDa, Sigma Aldrich)
foi preparada em agua ultrapura (0,05% p/v, apds microfiltragem); a dispersdo estoque de
cada nanomaterial (como recebida apds a sintese) foi homogeneizada em voértex; uma
aliquota dessa dispersdo foi misturada a um volume proporcional da solugdo de BSA, em
tubo de ensaio de 15 mL, até se completar o volume desejado e a concentracdo de 2,56
mg.mL de nanomaterial; a mistura foi ultrasonicada em banho com gelo por 15 minutos, na
frequéncia de 37 kHz e na poténcia de 30 W (ElImaSonic S15H, Tovatech LLC South Orange,
NJ, USA); uma aliquota da solucdo de BSA (para os grupos controle) e vdrias da mistura do
nanomaterial com a solucdo de BSA (para os grupos tratados) foram diluidas no meio de
cultivo (LHC9), em tubo de ensaio de 15 mL exclusivo para cada grupo experimental, até se
atingir a respectiva concentracdo utilizada nesse grupo (concentracdo, em massa); as novas
misturas foram entdo redispersas novamente por ultasonicac¢do (15 minutos, 37 kHz e 30 W,
em banho com gelo) e o volume requerido foi administrado imediatamente a cada unidade
experimental. Aparte o volume utilizado nos ensaios biolégicos, uma aliquota das misturas
finais em albumina e em meio de cultivo (1 mL) foram avaliadas no equipamento Zetasizer

Nano-ZS90 (Malvern, UK) quanto ao diametro hidrodinamico e o potencial zeta.

4.3.2 Cultivo celular

A linhagem celular aderente utilizada foi a de epitélio bronquial humano normal

imortalizado (BEAS-2B, American Type Culture Collection — ATCC, CRL-9609, Lote 59227035).

Os cultivos e subcultivos celulares foram estabelecidos conforme metodologia ja
padronizada pelo Department of New Technologies and Risks, Work Environment
Development (FIOH), suprida pelo Dr. Hannu Norppa, e foram mantidos em colaboragdo com
sua equipe.

Todos os procedimentos foram executados em ambiente estéril, usando material

previamente esterilizado e com paramentagdo consoante as regras de bioseguranga.
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Antes do inicio dos trabalhos, o procedimento geral de preparo da sala de cultivo
constituiu-se de inicializa¢do do fluxo laminar (KR-125 Safety, Kojair Tech Oy, Fl), sua limpeza
e desinfeccdo com etanol 70% (v/v) e exposicdo a radiagdo UV por, no minimo, 15 minutos
sobre a superficie limpa, de modo a reduzir a possibilidade de contaminagao cruzada. Ao
final de cada procedimento o fluxo foi desinfetado com cloreto de belzalconio 1% (p/v) e

posteriormente com etanol 70%.

Todos os reagentes foram mantidos congelados a -202C e entdo foram descongelados
e mantidos refrigerados a 49C. Antes da utilizacdo, foram mantidos a 4°C (quando
necessario) ou previamente aquecidos a 372C em banho-maria (Aqualine AL 12_AL 5, Lauda
Dr. R. Wobser GmbH & Co, DE), usando-se solu¢do desinfetante no fluido de aquecimento

(Aqua-Stabil, 0,2% v/v, Julabo Labortechnik GmbH, DE).

Cada unidade de cultivo mantida armazenada em crio-estase (CryoTube, Nunc, DK) a -
150°C (Ultra-low temperature freezer, MDF-C2156VAN Vip Plus, Panasonic, JP), e contendo
2.10° células em 2 mL de meio de cultivo, foi imediatamente descongelada em banho-maria
a 37°C, diluida em mais 8 mL de meio de cultivo LHC9 (1x, Gibco, Life Technologies, USA) em
um frasco de 15 mL (genérico, VWR International GmbH, DE) e entdo foi centrifugada a
1.100 rotagbes por minuto, por 5 minutos e em temperatura ambiente (Megafuge 1.0,
Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, DE). O sobrenadante foi removido com
bomba de vacuo (Master Jet, Heto-Holten A/S, DK; ou; BVC Control, Vacuubrand GmbH, DE)
e ponteira descartavel (Midi Plus, Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, FI). O pellet foi
resuspendido em 1mL de meio de cultivo e semeado em garrafa T75 (Nunc, DK) sem
tratamento prévio de superficie, a uma densidade aproximada de 0,27.10° células.cm™. Mais
meio de cultivo foi adicionado ao frasco até se completar 15 mL, perfazendo um volume de
0,2 mL.cm?. O cultivo foi entdo incubado (CO, incubator, MCO-20AIC, Sanyo Electric
Company, JP) nas condi¢cdes ambientais de temperatura (372C), umidade (80%) e saturacao
(5% CO,) preconizadas para a linhagem celular; e assim foi mantido até o estabelecimento
da fase de crescimento exponencial. Antes de se atingir a confluéncia, foi realizada a
passagem, valendo-se de uma densidade de, no minimo, 4.10° células.cm™ (3.10° células por
garrafa). Todo cultivo foi submetido a, pelo menos, uma passagem antes de ser coletado
para subcultivo em placas ou laminas para os ensaios bioldogicos. Toda vez que necessario,

antes de realizar nova passagem, o meio de cultivo foi removido, o cultivo foi lavado em 15
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mL de DPBS [1x; (-)Mg; (-)Ca; HyClone, GE Healthcare Life Sciences, USA) a 372C, e meio

fresco foi novamente adicionado.

Tanto para a realizacdo das passagens quanto para o subcultivo, o meio foi removido,
o cultivo lavado, o substrato digerido em solugcdo de tripsina a 0,05% (p/v) - acido
etilenodiaminotetracético a 53 mM (1x; Gibco, Life Technologies, USA) na proporc¢do de 0,04
mL.cm? (3 mL para uma garrafa T75) e por até 5 minutos, em incubadora. O
desprendimento das células aderidas foi confirmado por microscopia invertida (IMT-2,
Olympus Optical Company, JP). A enzima foi entdo neutralizada pela adigdo de meio de
cultivo RPMI 1640 [1x; (-)Glu; Gibco, Life Technologies, USA) enriquecido com 10% (v/v) de
soro fetal bovino inativado por calor (1x; Gibco, Life Technologies, USA) e adicionado de
antibiodticos [Estreptomicina (10* pg.mL’) + Penicilina (10* Ul.mL); HyClone, GE Healthcare
Life Sciences, USA) e na proporcdo de 0,08 mL.cm™ (6 mL para uma garrafa T75). O contetdo
foi todo transferido para um tubo de 15 mL e centrifugado a 1.100 rotagdes por minuto, por
5 minutos e em temperatura ambiente. Apds, o sobrenadante foi retirado, o pellet
resuspendido em 1.010 pL de meio de cultivo LHC9, uma aliquota de 10 puL foi transferida
para um tubo de 1 mL e diluida em 90 uL de mais meio (fator de diluicdo = 10) para
contagem manual em hemocitometro com profundidade de 0,1 mm (cdmara de Biirker,
Menzel GmbH, DE) e observado em microscépio invertido de contraste de fase ou em
microscopio invertido de fluorescéncia (EVOS fl, Advanced Microscopy Group, USA). Durante
esta operacao, as células foram avaliadas quanto a sua qualidade (morfologia, dispersao e
presenca de contaminacdo). Apds a apuracao do quantitativo total de células disponiveis, o
volume proporcional contendo a quantidade desejada para o procedimento foi entado diluido
no volume total exigido de meio LHC9. Tal volume foi entdo transferido integralmente para
nova garrafa (passagem) ou entdo fracionado e equitativamente plaqueado (subcultivo).
Procedeu-se, entdo, a novo periodo de incubacdo, respeitando-se, em todo caso, o limite de
confluéncia para nova passagem, subcultivo ou exposicdo aos nanomateriais testados (<

80%).

4.3.3. Ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de

adenosina

A viabilidade celular foi avaliada para fins de determinacdo do regime de tratamento

(concentracdo, ug.mL’; tempo, horas) a ser aplicado nos ensaios de genotoxicidade; para o
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respectivo tempo de exposicdo, a maior concentracdo foi aquela a causar uma reducao
maxima de até 55% da viabilidade. Isto porque concentragdes maiores poderiam induzir
achados estatisticamente significativos de danificacdo do acido desoxirribonucleico ou do
cromossomo, secundaria e exclusivamente causados pela prépria citotoxicidade (apoptose e
necrose); e com isso, se aumentaria a probabilidade de ocorréncia de resultados falso

positivos ou de quantitativo de células inferior ao exigido para a realizagao dos ensaios.

A metodologia empregada para a afericdo da viabilidade celular foi a quantificacao
luminométrica do trifosfato de adenosina (ATP), que tem relacdo linear com o quantitativo
de células metabolicamente vidveis em cada subcultivo analisado. Trata-se do ensaio
denominado CellTiter Glo One Solution (Promega Biotech AB, USA). O mecanismo
bioquimico de geracdo do sinal luminométrico, que tem meia vida estendida e superior a
cinco horas, se dd pela mono-oxigenacdo enzimatica da luciferina pela luciferase

recombinante patenteada (Ultra-Glo) na presenca dos substratos celulares (ATP, Mg”* e 0,)

(Figura 20).
Ultra-Glo™ Recombinant
HO . COOH Luciferase -0 s ‘r]/':'
Beetle Luciferin Dxyluciferin

Figura 20. Mecanismo bioquimico de produgao de sinal luminescente no ensaio de viabilidade
celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de adenosina. Fonte: Promega Technical
Bulletin TB288.

O ensaio foi realizado no Finnish Institute of Occupational Health (FIOH) como um

experimento com replicacdo bioldgica (6 replicatas por grupo; controle negativo e 5
tratados com 25,6 a 256 pg.mL’), avaliando-se a viabilidade em trés pontos temporais de
exposicdo: (i) 6 horas, com o intuito de se verificar a viabilidade em quadro de exposi¢ao
aguda e com duracdo homologa aquela antecedente a administracdo do bloqueador de
citocinese no teste do micronucleo, e também para garantir a inocorréncia de viés no
primeiro ponto de afericdo de dano do acido desoxirribonucleico (ensaio do cometa),
considerando-se que as ferrritas de manganés ndo sdo soluveis em meio aquoso; (ii) 24
horas, para apuragdo de viabilidade no segundo tempo de andlise de dano em DNA; e (iii) 48
horas, conforme a viabilidade esperada a conclusdo do teste do microndcleo. As
concentragdes regrediram a partir da concentracdo de 256 ug.mL, que foi sugerida como

limite superior pelo protocolo de dispersdo padronizado (NANOGENOTOX, 2013).
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As células foram coletadas das garrafas e os subcultivos introduzidos em microplacas
de poliestireno com 96 pogos (View-Plate— 96 TC, PerkinElmer Incorporated, USA), de corpo
branco opaco e fundo transparente e chato, com area de superficie de 0,32 cm? e volume de
trabalho 200 L, perfazendo uma densidade inicial de 10* células.cm?, mantidas em 200 pL
de meio LHC9. As placas foram incubadas (372C, 80% de umidade e 5% de CO,) por até 36
horas previamente a exposi¢dao. Conferida a taxa de confluéncia, o meio de cada pogo foi
removido por aspiracdo, as dispersdes de tratamento em meio LHC9 foram adicionadas (100

UL por poco) e a exposicdo acompanhada diariamente até a luminometria.

Completo o tempo de exposicao, as placas foram retiradas da incubacgao, as dispersdes
de tratamento foram removidas por aspiracdo, cada poco foi lavado trés vezes com DPBS a
379C, e meio LHC9 fresco foi adicionado (100 pL por pogo). As placas foram novamente
incubadas por 210 minutos, tempo apds o qual foram retiradas e entdo mantidas em
temperatura ambiente por 30 minutos para o atingimento de equilibrio térmico
(aclimatacdo). A solucdo do substrato reativo foi diluida em tampao (One Solution) e
armazenada a -209C; antes do uso, foi colocada em meio protegido da luz para também
atingir o equilibrio térmico antes da adicdo nos subcultivos celulares. A solucdo reagente foi
adicionada ao meio de cultivo (100 pL por pogo) e entdo inserida no luminémetro-
fluorimetro (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific Oy, Fl) equipado com software
de nomenclatura homodloga (versdo 2.6). As placas foram agitadas por 10 minutos e
incubadas por outros 20, para garantir a homogeneidade da reacdo quimica e a liberagdo de
bolhas. O sinal de luminescéncia foi entdo recuperado pelo aparelho e os dados brutos

tratados para a producgao do grafico de viabilidade e a anadlise estatistica.

4.3.4. Ensaio de eletroforese alcalina em gel de células individuais (Cometa)

O ensaio foi realizado no Finnish Institute of Occupational Health (FIOH), consoante
metodologia padronizada e compartilhada pelo Dr. Hannu Norppa, e analoga a ja
consolidada e empregada em outros experimentos conduzidos pelo grupo por ele

coordenado (LINDBERG et al, 2009; CATALAN et al, 2014; ROSZAK et al, 2016). Foram

conduzidos 2 experimentos independentes (repeticdo experimental), e cada qual com
replicagdo bioldgica (2 replicatas por grupo; controle negativo e 5 tratados com 25,6 a 256
pg.mL) e replicacdo técnica (2 replicatas por poco), avaliando-se o dano ao acido

desoxirribonucleico em dois pontos temporais de exposicdo: 6 e 24 horas.
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As células em cultivo em fase de crescimento exponencial foram coletadas e os
subcultivos estabelecidos em placas transparentes de poliestireno com 24 pogos de fundo
chato (Nunc, DK), com area de superficie de 1,9 cm” e volume de trabalho 1 mL, perfazendo
uma densidade inicial de 10* células.cm?, mantidas em 1.000 puL de meio LHC9. As placas
foram incubadas (372C, 80% de umidade e 5% de CO,) por até 36 horas previamente a
exposicdo. Conferida a confluéncia, o meio de cada pogo foi removido por aspiragao, as
dispersdes de tratamento em meio LHC9 foram adicionadas (500 plL por poco) e a exposicao

acompanhada diariamente até o momento de coleta.

Antes de se completar o respectivo tempo de exposicdo (10 minutos), os pogos
referentes aos controles positivos foram aspirados e tratados com 500 pL de meio LHC9
acrescido de 3,1 ul de solugdo de H,0, (20 mM, Perdrogen, Sigma-Aldrich, DE), por 10
minutos e em temperatura ambiente. Apds isto, as dispersdes de tratamento foram
aspiradas, e cada poco foi lavado trés vezes com DPBS a 372C. O substrato foi digerido em
250 pL de solugdo de tripsina a 0,05% (p/v) - acido etilenodiaminotetracético a 53 mM (1x;
Gibco, Life Technologies, USA) por até 10 minutos, em incubadora. Confirmado o
desprendimento celular, a enzima foi entdo neutralizada pela adicdo de 500 pL de meio de
cultivo RPMI 1640 [1x; (-)Glu; Gibco, Life Technologies, USA) enriquecido com 10% (v/v) de
soro fetal bovino inativado por calor (1x; Gibco, Life Technologies, USA) e adicionado de
antibidticos [Estreptomicina (10* ug.ml’) + Penicilina (10* Ul.mI"); HyClone, GE Healthcare Life
Sciences, USA). O conteudo de cada poco foi todo transferido para um tubo cénico de 15mL
e centrifugado a 1.100 rotacdes por minuto, por 5 minutos e a 42C (Megafuge 1.0R, Heraeus
Instruments, Kendro Laboratory Products, DE). Apds, os tubos foram alocados em
recipientes térmicos refrigerados e com isopropanol (Nalgene, USA) ou com gelo (Scotsman
Frimont ice machine, S.p.A. Pogliano, IT). A partir deste ponto, todos os procedimentos
sucedentes foram realizados sob luz amarela. O pellet foi entdo resuspendido em 1.000 pL
de agar de baixo ponto de fusdo (Merck KGaA, DE) a 0,75% em DPBS (p/v) e aquecido e
equilibrado a 372C; uma aliquota de 60 pL de cada poco foi colocada sobre lamina de vidro
(frosted coupé edges, Menzel GmbH, DE) previamente recoberta com agar de ponto normal
de fusdo (Merck KGaA, DE) a 1,5% em DPBS (p/v); imediatamente apds a sobreposi¢do da
aliguota contendo as células resuspendidas, esta foi espalhada na lamina por meio de

laminula de vidro (24x40 cm, Menzel GmbH, DE); a lamina foi entdo repousada sobre placa
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metalica fria, por até 15 minutos, até que o agar de baixo ponto de fusdo fosse solidificado;

as laminulas foram entdo cuidadosamente removidas.

Concluido o preparo das laminas, essas foram submergidas em solucdo hiperténica de
lise por pelo menos uma hora e a 42C. Para o preparo de cada lote de 1 L de solugao, diluiu-
se em 3agua deionizada 146,1 g de NaCl (Merck KGaA, DE), 37,2 g de EDTA (Sigma-Aldrich,
DE) e 1,2 g de base Trizma (Sigma-Aldrich, DE); o pH foi ajustado para 10 em um medidor
calibrado em dois pontos (7 e 10) (Schott CG843, DE) pela adicdo de NaOH (Merck KGaA, DE)
a 10N; a solugdo de lise foi entdo filtrada com filtro 0,2 um em polietersulfona (VWR
International LLC, USA) e armazenada; previamente ao uso, ela foi finalizada pela adigao de
detergente a 1% (v/v; Triton X-100, Sigma-Aldrich, DE).

Ap0ds a digestao, as laminas foram transferidas para a placa de eletroforese (Scie-Plas-
40, Scie-Plas, UK). Solucdo fresca de eletroforese foi preparada — para cada lote de 1L, diluiu-
se em agua deionizada a 42C os volumes de 30 mL de solugdo estoque de NaOH a 10 N e
5mL de solucdo estoque de EDTA (Sigma-Aldrich, DE) a 200 mM e com pH 10. O pH da
solucdo de eletroforese foi aferido para garantir indice superior a 13 (versao alcalina do
ensaio do cometa). Cerca de 800 mL da solucdo eletroforética alcalina foi adicionado a placa,
e as laminas foram incubadas para o desenovelamento do 4cido desoxirribonucleico, a 42C,
por 20 minutos. O volume da solu¢do na placa entdo foi ajustado para perfazer um potencial
de 27V (0,74 V.cm’) e uma corrente de 300 mA. A eletroforese foi executada por 20 minutos,
periodo apés o qual as laminas foram removidas da placa, e entdo neutralizadas por 5
minutos pelo gotejamento de solucdo tampao base Trizma a 0,4 M e pH 7,5, procedimento
repetido por mais duas vezes. Apds, as laminas foram lavadas em agua deionizada a 42C e
entdo fixadas por 5 minutos em etanol absoluto. As amostras foram coradas com 50 plL de
solucdo de brometo de etidio (Continental Lab Products, USA) em dgua deionizada e filtrado
(0,5 pg.mL).

A avaliacdo dos nucleoides e cometas se deu em microscdpio de fluorescéncia
(Axioplan 2, Zeiss, DE) integrado a sistema semi-automatico de andlise de imagem (Komet

5.5, Andor Technology, UK).
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4.3.5. Teste do micronucleo com blogueio de citocinese

O teste também foi conduzido no Finnish Institute of Occupational Health (FIOH),
consoante metodologia padronizada pelo Dr. Hannu Norppa, e se optou pela técnica de

cotratamento, conforme previamente relatado (DOAK et al, 2012). Foi realizado um

experimento com replicacdo bioldgica (2 replicatas) para cada grupo (controles negativo e
positivo e 7 tratados com 25,6 a 256 ug.mL’), avaliando-se o dano cromossémico em um
Unico ponto temporal de exposicdo total: 48 horas (6 horas de tratamento sé com o
nanomaterial acrescido de mais 42 horas de cotratamento com a citocalasina B).

As células em cultivo em fase de crescimento exponencial foram coletadas e os
subcultivos estabelecidos em sistema chamber slide em permanox (Lab-Tek Il, Nunc, DK),
com drea de superficie de 4 cm? e volume de trabalho 2 mL, perfazendo uma densidade
inicial de 10* células.cm™, mantidas em 1.000 pL de meio LHC9. As placas foram incubadas
(379C, 80% de umidade e 5% de CO,) por até 36 horas previamente a exposi¢ao. Conferida a
confluéncia, o meio de cada poco (cadmara) foi removido por aspiracdo, e as dispersdes de
tratamento em meio LHC9 foram adicionadas (1.000 puL por pogo). Foi empregada a
mitomicina C (Sigma-Aldrich, DE) como substancia de referéncia no grupo controle positivo;
15 ng foram aliqguotados de solucdo estoque do ativo diluidos e congelados em
dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, DE) a 1% (p/v), e que foram dispersos em 1 mL de LHCY e
homogeneamente aplicados em cada subcultivo. Apds 6 horas de tratamento, 9 pg do ativo
bloqueador de citocinese, citocalasina B (Sigma-Aldrich, DE), diluidos e congelados em
dimetilsulféxido a 2% (p/v), foram dispersos nos 1 mL de LHC9 administrados no inicio da

exposicao, garantindo-se procedimento de homogeneizacdao mecanica da dispersao.

A exposi¢cdo foi acompanhada diariamente, até o momento de coleta, quando o
sistema foi retirado da incubadora, as dispersdes de tratamento removidas por aspiracdo, e
cada camara foi lavado trés vezes com DPBS a 372C. As camaras de cada lamina foram
manualmente subtraidas; apds secagem em ar ambiente dentro de fluxo laminar, elas foram

fixadas por 10 minutos em metanol absoluto, e entdo armazenadas a -20°C.

Cada lamina foi marcada com o fluoréforo nuclear 4’-6-diamidino-2-fenilindol (5
pug.mL em 4gua deionizada e microfiltrada), lavada em 4gua deionizada, secada em condicdo
ambiente protegida da luz, hidratada com tampdo de Sérensen (pH 6,8), coberta com

laminula e analisadas no laboratério do Departamento de Genética e Morfologia da
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Universidade de Brasilia (GEM/UnB), por meio de microscopia de fluorescéncia (Evos fl Auto,
Thermo Fischer), com o respectivo filtro e aumento de 60x.

Ademais, completada a andlise do micronucleo e da proliferacdo celular, as laminas
foram: (1) coradas com solu¢do padrao de eosina; e (2) tratadas para a detecgao de ferro
(aglomerados de nanoparticulas) com azul da Prussia (ferrocianeto acidificado), e mantidas a

4eC.

4.3.6. Microscopia eletrénica de transmissao

Para cada nanomaterial foi coletada uma amostra representativa de células (grupo
controle e 5 tratados com 51,2 ug.mL por 6, 24 e 48 horas), cultivada de forma homéloga a
descrita para o ensaio do cometa. Apds a coleta, as amostras foram lavadas 3 vezes em PBS
e centrifugadas a 1.100 rotagdes por minuto por 5 minutos a cada lavagem (Megafuge 1.0R,
Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, DE), para a remoc¢do do maximo possivel
de nanomaterial depositado; e entdo foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em PBS (v/v)
por uma hora, lavadas e acondicionadas em microtubo em tampdo PBS e mantidas
refrigeradas a 49C. Todos esses procedimentos foram realizados em fluxo laminar estéril e

com troca das ponteiras a cada passo.

Por fim, as amostras foram processadas no Departamento de Biologia Celular -
Universidade de Brasilia, em coopera¢dao com o grupo coordenado pela Profa. Dra. Sonia
Nair Bdo, seguindo o protocolo padrdao do laboratdrio de microscopia. Cada amostra foi:
centrifugadas (1.100 rota¢des por minuto por 5 minutos) e lavadas (3 vezes, com d4gua
deionizada); pos-fixadas com tetroxido de ésmio e ferrocianeto de potassio (1:1 v/v), no
escuro, por 1 hora; lavada com agua deionizada (1 vez); contrastacdo in bloc com acetato de
uranila 0,5% (v/v) durante a noite, protegido da luz e refrigerado a 42C; lavada com &agua
deionizada (2 vezes); resuspendida progressivamente em acetona, sendo uma passagem de
10 minutos e uma resuspensdo para cada uma das concentracdes (30%, 50%, 70%, 90%,
100% e 100%, em v/v); infiltragdo com resina Spurr, mediante passagens sucessivas de 6
horas para cada uma das misturas de acetona e resina (2:1, 1:1, 1:2 e 0:1, em v/v; a cada
etapa, o pellet foi homogeneizado na fragcdo de acetona antes da adicao da fracdo de resina);
polimerizacdo em estufa, a 652C por 3 dias. Os blocos entdo foram processados e as imagens

obtidas em parceria.
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4.3.7. Andlise estatistica

Os conjuntos de dados observados em cada modalidade de ensaio ou de teste
biolégico foram descritos e analisados usando as ferramentas disponiveis no pacote
especializado do programa SPSS Statistics - versao 20 (IBM).

Para o ensaio de viabilidade celular foram utilizados: o teste t de Student, para
comparar os grupos controle; a andlise de variancia fatorial (ANOVA), seguida pelos testes
de Dunnett e de Games-Howell (post hoc); a regressdo probabilistica (Probit), para a
definicdo da maior concentracdo empregada nos ensaios de genotoxicidade (a causar uma
reducao da viabilidade de até 55% em relagao ao controle negativo normalizado); e a andlise
de Tukey, para comparar o efeito em relacdo aos tempos de tratamento, quando assim
tenha sido descrito nos resultados.

No ensaio do cometa, foram usados os mesmos testes citados acima, exceto o Probit;
ainda, foi empregado o teste de correlagdo de Pearson, para analise da qualidade da
replicacdo técnica das laminas.

Por fim, no teste do micronucleo com bloqueio da citocinese, a frequéncia de
micronucleacdo foi comparada entre os grupos pelo teste do Qui-Quadrado, enquanto o
efeito citotdxico (indice de proliferacdo com bloqueio da citocinese) foi analisado com o
teste t de Student, para comparar os grupos controle, a analise de varidncia (ANOVA),

seguida pelo teste de Dunnett (post hoc).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao dos nanomateriais

A forma, o didmetro primdrio, o didmetro hidrodindmico e o potencial zeta dos

nanomateriais estdo resumidos nas Tabelas 1-3; todos sao compostos por nanoparticulas.

Na Figura 21 e na Tabela 1 estdo dispostas a forma e as dimensdes (largura e
cumprimento) das nanoparticulas sintetizadas por coprecipitagdio e sem cobertura
(MnFe,04Cp); a forma representativa é a de bastdo; o comprimento variou entre 3,4 e 17,31
nm, com tendéncia central de 3 £ 0,6 nm (média + desvio padrdo); a largura variou entre 1,5
e 6,39 nm, com tendéncia central de 8 £+ 1 nm (média + desvio padrdo). Ainda, posto que, na
via de sintese, esse nanomaterial foi fracionado equitativamente em 3 partes do mesmo lote
(1 parte mantida sem cobertura = MnFe,04Cp + 1 parte coberta com citrato = MnFe,04CpCit
+ 1 parte coberta com dacido meso-2,3-dimercaptossuccinico = MnFe,04CpDmsa); e,
assumindo-se que a microscopia eletronica de transmissdo, consoante a metodologia
aplicada, ndo detecta as macromoléculas usadas nas coberturas, as propriedades
morfolégicas aqui descritas se aplicariam a todos esses 3 nanomateriais sintetizados

conjuntamente.

Nas Figuras 22 e 23 e na Tabela 1 estdo dispostas a forma e o didmetro primario das
nanoparticulas sintetizadas, separadamente, por decomposi¢do térmica, e com cobertura
de citrato (MnFe,0,4-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,04-TdDmsa);
a forma representativa de ambas é a de esfera; o diametro da primeira (Figura 22) variou
entre 2,00 e 9,2 nm, com tendéncia central de 5 + 0,8 nm (média + desvio padrdo), enquanto
que o diametro da segunda (Figura 23) variou entre 2,20 e 9,04 nm, com tendéncia central
de 5+ 0,9 nm (média + desvio padrao).

Na Tabela 2 o rastreamento de particulas individuais (Nanotracking) em agua
ultrapura descreveu a distribuicdo acumulada do didmetro hidrodinamico (10% e 90% do
numero de particulas contadas para cada nanomaterial) e a sua tendéncia central (média *
desvio padrdo). As nanoparticulas sintetizadas por coprecipitagdo apresentaram:
MnFe,0,Cp — didmetro entre 62,8 e 139,7 nm (101 * 7); MnFe,04CpCit — diametro entre
45,9 e 94,3 nm (74 = 3); MnFe,04,CpDmsa — diametro entre 102 + 4 nm (101 % 7). As
sintetizadas por decomposi¢ao térmica tiveram: MnFe,0,TdCit — didmetro entre 67,1 e

158,2 nm (110 * 4); MnFe,0,TdDmsa — diametro entre 94,3 e 264,2 nm (170 = 5).
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Adicionalmente, a Tabela 3 compila o didmetro hidrodinamico (média + desvio
padrao), o indice de polidispersdo e a carga superficial dos nanomateriais, em diversos meios
(dgua molecular; solu¢do de agua ultrapura e albumina sérica bovina a 0,05% p/v; ou mistura
de solugdo de agua ultrapura e albumina sérica bovina a 0,05% p/v com meio de cultivo
celular). Em suma, o comportamento em dagua ultrapura e em solucdo de albumina foi
andlogo para todos os materiais, no que se refere a estabilidade do coloide (indice de
polidispersdo); nos nanomateriais obtidos por coprecipitagdo o diametro hidrodinamico foi
minimamente incrementado na presenca de albumina; enquanto que, para os sintetizados
por decomposicdao térmica, o efeito dessa adigcdo foi influenciado pela cobertura, com
aumento do didametro médio, quando a cobertura foi com citrato, ou sua reducdo, quando
coberto com 4cido meso-2,3-dimercaptossuccinico; e houve desestabilizagdao dos coloides na
presenca adicional de meio de cultivo (LHC9). Quanto ao potencial zeta, houve uma variacao
minima de 11mV (em moddulo) na presenca de albumina, independentemente do
nanomaterial; ndo foi possivel a mensuracao da carga em cultivo, devido a desestabilizacdo

dos coloides comprometer o desempenho da mobilidade eletroforética (aglomeracao).
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Figura 21. Forma e dimensdes primarias de nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas
por coprecipitagdo e sem cobertura (MnFe,0,Cp). (A) Micrografia adquirida por microscopia
eletronica de transmissdo demonstrando a forma de bastdo (largura média de 8 + 1 nm;
comprimento médio de 3 + 0,6 nm). (B) Histograma de distribuicdo da largura. (C) Histograma de
distribuicdo do comprimento. (n = 500).
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Figura 22. Forma e didmetro primario de nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por
decomposicdo térmica e com cobertura de citrato (MnFe,0,-TdCit). (A) Micrografia adquirida por
microscopia eletrénica de transmissdao demonstrando a forma esférica (diametro médio de 5 + 0,8
nm). (B) Histograma de distribuicdo do diametro. (n = 500).
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Figura 23. Forma e diametro primario de nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por
decomposicdo térmica e com cobertura de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,04-
TdDmsa). (A) Micrografia adquirida por microscopia eletrénica de transmissdo demonstrando a
forma esférica (didametro médio de 5 * 0,9 nm). (B) Histograma de distribui¢cdo do didmetro. (n =
500).
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Tabela 1. Forma e dimensdes de nanoparticulas de ferrita de manganés caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao.

Nanomaterial Forma Comprimento (nm) Largura (nm) Diametro (nm)
MnFe,0, - Cp Bastao 8+1 3+0,6 -
MnFe,0, - TdCit Esfera - - 5+0,8
MnFe,0, - TdDmsa Esfera - - 5+0,9

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp); e (ii) decomposi¢do térmica, com
coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). (-): ndo aplicavel. Dados representados como média +
desvio padrao (n = 500).

Tabela 2. Diametro hidrodindmico de nanoparticulas de ferrita de manganés caracterizado por rastreamento de particulas (Nanotracking).

Nanomaterial Dy (nm) Dy10 (nm) Dy50 (nm) Dy90 (nm)
MnFe,0, - Cp 101+7 62,8 90,9 139,7
MnFe,0, - CpCit 74 +3 45,9 65,6 94,3
MnFe,0, - CpDmsa 102 +4 60,5 88,2 140,5
MnFe,0, - TdCit 110+4 67,1 94,5 158,2
MnFe,0, — TdDmsa 170£5 94,3 146,3 264,2

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-
CpCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposi¢do térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Dy: didametro hidrodindmico em 4gua ultrapura. D410, D450, D,90: didmetro de corte da curva de
distribui¢cdo acumulada em 10%, 50% e 90% das nanoparticulas contadas. Dados representados como média * desvio padrdo, quando aplicavel (em todos
0s casos, n = 3).

Tabela 3. Diametro hidrodindmico, polidipersdo e potencial zeta de nanoparticulas de ferrita de manganés caracterizados por espalhamento da luz (Zetasizer).

Nanomaterial DyH,0 (nm) PDI-H,0 DyBSA (nm) PDI-BSA  DyLHC9 (nm) * PDI-LHC9 * &-H,0 (mV) ¢&-BSA (mV)
MnFe,0, - Cp 800 0,153 100+ 1 0,148 2434 0,687 47+ 1 32+0
MnFe,0, - CpCit 470 0,176 47 1 0,175 1028 0,248 -46+£0 291
MnFe,0,4 - CpDmsa 7916 0,163 84+2 0,168 2525 0,219 501 -301
MnFe,0, - TdCit 1555 0,320 337+28 0,389 204 0,352 -55+1 -390
MnFe,0, - TdDmsa 467 +9 0,444 354111 0,382 561 0,467 -33+0 -22+0

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposigdo térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico
(MnFe,0,-TdDmsa). D4H,0, PDI-H,0 e §-H,0: didametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta em agua molecular (pH = 5,7). D4BSA, PDI-BSA e §-BSA:
diametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta em solugdo de albumina sérica bovina (pH = 7). D4LHC9, PDI- LHC9: diametro hidrodinamico e indice de
polidispersdo em meio de cultivo celular (pH = 7,2). Dados representados como média + desvio padrdo, quando aplicavel (n = 3, exceto para * onde n = 1).
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5.2. Internalizagdao dos nanomateriais

A internaliza¢do de todos os nanomateriais estd comprovada na Figura 24.

Figura 24. Micrografia eletrénica de transmissao
de monocultivos de linhagem celular de epitélio
bronquial humano (BEAS-2B) tratados com
nanoparticulas de ferrita de manganés, pelo
tempo de 6 horas e concentragdo de 51,2 ug.mL-
. As nanoparticulas foram sintetizadas: (i) por
coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp), ou
com coberta de citrato (MnFe,0,4-CpCit) ou de
acido meso-2,3-dimercapto-ssuccinico
(MnFe,0,-CpDmsa); (ii) por decomposicdo
térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit)
ou de 4cido meso-2,3-dimercaptos-succinico
(MnFe204-TdDmsa).

Setas: aglomerados de nanoparticulas.
MnFe,0,4-CpCit

MnFe,0,4-Cp
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5.3. Ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de

adenosina

Os resultados do ensaio luminométrico do trifosfato de adenosina (ATP) estdo
representados nas Figuras (25-31) e Tabelas (4-5) subsequentes e no Apéndice 9.1 (Quadros
3-6); o efeito mensurado foi a luminosidade emitida pela populagdo celular de cada unidade
experimental (indicador da viabilidade celular), para cada nanomaterial e cobertura, e em
funcdo de um Unico fator ou de varios fatores, por meio de analise estatistica fatorial: para a
avaliacdo do efeito em relagdo ao fator “Concentracao”, realizou-se a andlise monofatorial
(ANOVA 1-Way); para os fatores “Concentragdao” e “Tempo”, a andlise bifatorial (ANOVA 2-
Way); para os fatores “Tempo”, “Concentracdo”, “Cobertura” e “Sintese”, a analise
multifatorial (ANOVA 4-Way). Assim, por meio dessa modelagem, analisou-se como cada
fator, isoladamente ou em interacdo com os demais, explicou, estatistica e biologicamente,

os resultados toxicoldgicos obtidos (citotoxicidade).

5.3.1. Andlise monofatorial (ANOVA 1-Way)

A analise monofatorial do fator “Concentra¢ao” indicou, respectivamente, que:
5.3.1.1. MHF€204-CP

(i) na Figura 25, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle para os regimes de tratamento — 6 horas [CV (107 + 22); € (100 + 13); t(10) =
0,700, p > 0,05, r = 0,22] e 48 horas [C" (105 + 12); C° (100 * 6); (10) = 0,956, p > 0,05, r =
0,29]; entretanto, a diferenca significativa para 24 horas [C" (123 + 12); c® (100 + 17);
t(10) = 2,585, p < 0,05, r = 0,63] decorreu do aumento da viabilidade celular e ndo teve
relevancia toxicolégica;

(ii) na Figura 25, houve efeito estatisticamente significativo em todos os regimes,
conforme o teste de Games-Howell, para as respectivas concentra¢des do nanomaterial - 6
horas, 102,4 a 256 pug.mL (p < 0,01); 24 horas, 25,6 e 51,2 ug.mL (p < 0,05); e 48 horas, 51,2
ug.mL (p < 0,05); entretanto, em todos decorreu do aumento da viabilidade e ndo teve
relevancia toxicolégica;

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentragao
para o termo linear para os regimes de tratamento de — 6 horas [F(1, 30) = 48,418, p < 0,001,

o = 0,66] e 48 horas [F(1, 30) = 7,974, p < 0,01, ® = 0,34] —, devida ao aumento da
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viabilidade e sem relevancia toxicoldgica; mas ndo houve tendéncia para o de 24 horas [F(1,
30)=0,138,p>0,05, ®=0,12]; e
(iv) na Figura 25, como ndo houve concentragdao que causou uma redu¢do de mais de

50% da viabilidade (ICsp), para nenhum dos tempos, a concentragdo maxima para os ensaios

de genotoxicidade foi fixada em 256 pg.mL".

Ensaio de viabilidade celular - ATP
(MnFe,O, - Cp)

@T(6h) @T(24h) MT(48h) —w(6h) —w(24h) = w(48h)
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Figura 25. Ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés sintetizadas por coprecipita¢cdo e sem cobertura (MnFe,0,Cp), pelo tempo de 6 a 48 horas
e concentragdo de 25,6 a 256 pug.mL". C(M): grupo controle meio (LHC9); C(0): grupo controle negativo (LHC9 +
solucdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h): efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h), w(24h) e w(48h): tamanho do
efeito apds 6, 24 e 48 horas. t: estatisticamente significativo no teste t de Student. G-H: estatisticamente
significativo no teste de Games-Howell. Os resultados descritos nas colunas (luminosidade, %), nos marcadores
(tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (* p < 0,05; ** p < 0,01) apresentam as mesmas cores para
o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n = 6).

5.3.1.2. MinFe,04-CpCit

(i) na Figura 26, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle para nenhum dos regimes de tratamento — 6 horas [CV (93 + 30); C° (100 + 19);
£(10) = -0,439, p > 0,05, r = 0,14]; 24 horas [CV (91 + 25); C° (100 + 9); t(10) = -0,731, p > 0,05,
r=0,23]; e 48 horas [CV (99 + 52); C° (100 + 5); t(10) = -0,026, p > 0,05, r = 0,01];
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(i) na Figura 26, ndo houve efeito estatisticamente significativo para os regimes de
tratamento com o nanomaterial por 6 horas (p > 0,05, ® = 0,54) e 24 horas (p > 0,05, ® =
0,29), e a significancia para 48 horas (p < 0,05, ® = 0,23) no teste de Games-Howell nas
concentracdes de 51,2 e 102,4 pg.mL foi sem relevancia toxicolégica e devida ao aumento

da viabilidade celular;

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa para o termo linear da concentracao
em relagao ao tempo 6 horas [F(1, 30) = 15,528, p < 0,001, ® = 0,54], devida ao aumento
sem relevancia da viabilidade; ndo houve para os demais regimes — 24 horas [F(1, 30) =
1,701, p > 0,05, ® = 0,13] e 48 horas [F(1, 30) = 0,491, p > 0,05, ® = 0,12]; e

(iv) na Figura 26, como nao houve concentragao que causou uma redugao de mais de
50% da viabilidade (ICsp), para nenhum dos tempos, a concentragdo maxima para os ensaios

de genotoxicidade foi fixada em 256 pg.mL".

Ensaio de viabilidade celular - ATP
(MnFe,0, - CpCit)
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Figura 26. Ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitacdo e com cobertura de citrato (MnFe204CpCit), pelo tempo
de 6 a 48 horas e concentragdo de 25,6 a 256 pg.mL. C(M): grupo controle meio (LHC9); C(0): grupo controle
negativo (LHC9 + solugdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h): efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h), w(24h) e
w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. G-H: estatisticamente significativo no teste de Games-Howell.
Os resultados descritos nas colunas (luminosidade, %), nos marcadores (tamanho do efeito, w) e na
significancia estatistica (* p < 0,05) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados
representados como média + desvio padrdo (n = 6).
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5.3.1.3. MinFe,04-CpDmsa

(i) na Figura 27, ndao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controle para os regimes de tratamento — 6 horas [CV (95 + 16); C° (100 * 7); t(10) = -0,531,
p > 0,05, r=0,17] e 24 horas [C" (93 + 27); C° (100 + 15); t(10) = -0,537, p > 0,05, r = 0,17];
entretanto, a diferenca significativa para 48 horas [C" (124 + 5); C° (100 + 7); t(10) = 6,395, p
< 0,001, r = 0,90] decorreu do aumento da viabilidade celular e ndo teve relevéancia
toxicolégica;

(ii) na Figura 27, houve reducdo significativa da viabilidade em todos os regimes de
tratamento, conforme os testes Dunnett ou Games-Howell, para as respectivas
concentragdes do nanomaterial — 6 horas, 179,2 ug.mL (p < 0,05) e 256 ug.mL (p < 0,001);
24 horas, 179,2 ug.mL (p < 0,001 ou p < 0,01) e 256 pg.mL (p < 0,001); e 48 horas, 179,2
ug.mL (p < 0,001 ou p <0,01) e 256 pug.mL (p < 0,001); essas redugdes da viabilidade foram
de relevancia toxicolégica;

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa para o termo linear da concentragao
em todos os regimes de tratamento, decorrente da reducdo da viabilidade e de relevancia
toxicolégica — 6 horas [F(1, 30) = 93,553, p < 0,001, ® = 0,76], 24 horas [F(1, 30) = 148,278, p
< 0,001, ® = 0,84] e 48 horas [F(1, 30) = 363,094, p < 0,001, ® = 0,88]; e

(iv) na Figura 27, a andlise da regressdo probabilistica (Probit) fixou o intervalo da
concentracdo maxima de tratamento (50% + 5%) para os ensaios de genotoxicidade entre
189,8 ug.mL (IC4s5) e 211,6 pg.mL (ICss), a partir do corte pelo tempo de tratamento que

causou o maior efeito toxico, isto é, 48 horas.

5.3.1.4. MnF€204-TdCit

(i) na Figura 28, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle para todos os regimes de tratamento — 6 horas [C" (93 + 30); c® (100 + 19); ¢(10)
=-0,439, p > 0,05, r = 0,14], 24 horas [CV (91 + 25); C° (100 * 9); t(10) = -0,731, p > 0,05, r
= 0,23] e 48 horas [CV (99 + 52); C° (100 + 5); t(10) = -0,026, p > 0,05, r = 0,01];
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Figura 27. Ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitagdao e com cobertura de dcido meso-2,3-dimercaptossuccinico
(MnFe,0,CpDmsa), pelo tempo de 6 a 48 horas e concentragdo de 25,6 a 256 pg.mL. C(M): grupo controle
meio (LHC9); C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h): efeito apds 6,
24 e 48 horas. w(6h), w(24h) e w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. t: estatisticamente
significativo no teste t de Student. G-H: estatisticamente significativo no teste de Games-Howell. D:

estatisticamente significativo no teste de Dunnett. ICSOTMgh): concentragdo que causou uma redugao de 50% da

luminosidade apds 48 horas, calculada pelo teste Probit. Os resultados descritos nas colunas (luminosidade, %),
nos marcadores (tamanho do efeito, w), no Probit (IC) e na significancia estatistica (* p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio
padrdo (n = 6).

(i) na Figura 28, n3ao houve efeito estatisticamente significativo para o regime de
tratamento com o nanomaterial por 6 horas; mas houve para os demais, nas respectivas
concentragdes, conforme os testes de Dunnett ou Games-Howell - 24 horas, 179,2 ug.mL (p
< 0,05) e 256 pg.mL (p < 0,001 ou p < 0,01), devido a redugao da viabilidade; e 48 horas,
25,6 e 102,4 ug.mL (p < 0,05), sem relevancia e devido ao aumento da viabilidade, e 179,2 e

256 pg.mL (p < 0,01 ou p < 0,001), por causa da redugdo da viabilidade; essas redugdes da

viabilidade foram de relevancia toxicoldgica;
(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentracdo
para o termo linear para os seguintes regimes de tratamento, devido a reducdo da

viabilidade e toxicologicamente relevante —24 horas [F(1, 30) = 87,158, p < 0,001, ® = 0,79]
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e 48 horas [F(1, 30) = 459,232, p < 0,001, ® = 0,84]; mas nao foi toxicologicamente relevante
para 6 horas [F(1, 30) = 4,868, p < 0,05, ® =0,33]; e

(iv) na Figura 28, a analise da regressao probabilistica (Probit) fixou o intervalo da
concentragdo mdaxima de tratamento (50% * 5%) para os ensaios de genotoxicidade entre
213,5 pg.mL (IC4s) e 233,8 pug.mL (ICss), a partir do corte pelo tempo de tratamento que

causou o maior efeito toxico, isto é, 48 horas.

Ensaio de viabilidade celular - ATP
(MnFe,0, - TdCit)

@T(6h) @T(24h) MT(48h) —w(6h) —w(24h) = w(48h)

275 - =\ - 1
250 - =1 Fo7s
i - 0,5

225 b GH ;

200 - G-H G-H - g' > .
150 - -0 g
~— 125 fk% kkk [ '015 "5
§ """"""" - 075 G
S 100 _— (=)
‘@ 75 y-]
o - -1,25 _g
E 50 : - -1,5 g
S 25 e - -175 E
-~ 1188 ©

0 - -2 P
c(0) 25,6 51,2 102,4 179,2 \y 256
) ICSOT(48h)
ug.mL 223,1

Figura 28. Ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés sintetizadas por decomposicdo térmica e com cobertura de citrato (MnFe,0,TdCit), pelo
tempo de 6 a 48 horas e concentragdo de 25,6 a 256 ug.mL. C(M): grupo controle meio (LHC9); C(0): grupo
controle negativo (LHC9 + solucdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h): efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h),
w(24h) e w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. G-H: estatisticamente significativo no teste de

Games-Howell. D: estatisticamente significativo no teste de Dunnett. ICSOT(48h): concentragao que causou uma

reducdo de 50% da luminosidade apds 48 horas, calculada pelo teste Probit. Os resultados descritos nas
colunas (luminosidade, %), nos marcadores (tamanho do efeito, w), no Probit (IC) e na significancia estatistica
(* p < 0,05 ** p < 0,01; *** p < 0,001) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados
representados como média + desvio padrdo (n = 6).

5.3.1.5. MnFe,0,4-TdDmsa

(i) na Figura 29, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle, para os regimes de tratamento — 6 horas [C™ (95 + 16); c® (100 + 7); t(10) = -0,531,
p >0,05, r=0,17] e 24 horas [C" (93 + 27); c° (100 + 15); t(10) = -0,537, p > 0,05, r = 0,17];
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entretanto, a diferenca significativa para 48 horas [CM (124 £ 5); c° (100 + 7); t(10) = 6,395, p
< 0,001, r =0,90], deveu-se ao aumento da viabilidade e ndo teve significado toxicolégico;

(i) na Figura 29, ndo houve efeito estatisticamente significativo para os regimes de
tratamento com o nanomaterial por 6 horas e 24 horas; porém, houve redugao significativa
e toxicologicamente relevante da viabilidade para o regime de 48 horas, conforme os testes

de Dunnett e de Games-Howell, na concentragdo de 256 pg.mL (p < 0,01);

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentragao
para o termo linear para os regimes de tratamento — 6 horas [F(1, 30) = 21,148, p < 0,001, ®
=0,61], devido ao aumento da viabilidade e sem relevancia toxicoldgica, e 48 horas [F(1, 30)
= 54,826, p < 0,001, ® = 0,61], por causa da reducdo toxicologicamente relevante da
viabilidade; mas ndo houve tendéncia para o termo linear no de 24 horas [F(1, 30) = 0,417, p
>0,05 ®=0,13]; e

(iv) na Figura 29, como ndo houve concentracdo que causou uma redugao de mais de
50% da viabilidade (ICsg), para nenhum dos tempos, a concentracdo maxima para os ensaios

de genotoxicidade foi fixada em 256 pg.mL".

5.3.1.6. Citrato (Cit)

(i) na Figura 30, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle para nenhum dos regimes de tratamento — 6 horas [C (101 + 41); C° (100 + 17);
t(6) = 0,051, p > 0,05, r = 0,02], 24 horas [C" (97 + 33); C° (100 + 4); t(6) = -0,149, p > 0,05, r =
0,06] e 48 horas [C" (113 + 47); C° (100 t 6); t(6) = 0,550, p > 0,05, r = 0,22];

(ii) na Figura 30, ndao houve efeito estatisticamente significativo para nenhum dos
regimes de tratamento com a cobertura (6, 24 e 48 horas);

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relagdo a
concentragdo para o termo linear para nenhum regime de tratamento — 6 horas [F(1, 18) =
1,246, p > 0,05, ® = 0,11], 24 horas [F(1, 18) = 0,744, p > 0,05, ® = 0,10] e 48 horas [F(1, 18)
=0,741, p > 0,05, ®=0,10]; e
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Figura 29. Ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés sintetizadas por decomposicdo térmica e com cobertura de acido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe,0,TdDmsa), pelo tempo de 6 a 48 horas e concentracdo de 25,6 a 256 pg.mL.
C(M): grupo controle meio (LHC9); C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). T(6h), T(24h) e
T(48h): efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h), w(24h) e w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. t:
estatisticamente significativo no teste t de Student. G-H: estatisticamente significativo no teste de Games-
Howell. D: estatisticamente significativo no teste de Dunnett. Os resultados descritos nas colunas
(luminosidade, %), nos marcadores (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (* p < 0,05; ** p < 0,01)
apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n =
6).

(iv) na Figura 30, apesar de ndo ter ocorrido concentracao que causou uma reducdo de
50% da viabilidade (ICsg), para nenhum dos tempos, a concentracdo maxima para 0s ensaios
de genotoxicidade foi fixada em 102,4 pg.mL, em conformidade com o valor determinado
para o acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa; vide secdo a seguir).

5.3.1.7. Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa)

(i) na Figura 31, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controle para os regimes de tratamento — 6 horas [C" (97 + 18); c® (100 # 8); t(6) = -0,261, p
> 0,05, r = 0,11] e 24 horas [CV (94 + 33); C° (100 + 17); t(6) = -0,292, p > 0,05, r =0,12]; e a
diferenca significativa para 48 horas [C™ (128 + 5); C° (100 * 7); t(6) = 6,107, p < 0,01, r =

0,93], decorreu do aumento da viabilidade e sem relevancia toxicoldgica;
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Figura 30. Ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com citrato (Cit), pelo
tempo de 6 a 48 horas e concentragdo de 25,6 a 256 ug.mL. C(M): grupo controle meio (LHC9); C(0): grupo
controle negativo (LHC9 + solucdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h): efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h),
w(24h) e w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. Os resultados descritos nas colunas (luminosidade,
%) e nos marcadores (tamanho do efeito, w) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados
representados como média + desvio padrdo (n = 6).

(i) na Figura 31, ndo houve efeito estatisticamente significativo para os regimes de
tratamento com a cobertura por 6 horas e 24 horas, e o efeito estatisticamente significativo
para 48 horas, pelos testes de Dunnett e de Games-Howell, nas concentra¢des de 179,2
ug.mL (p < 0,05) e 256 ug.mL (p < 0,01), decorreu da redugdo toxicologicamente relevante
da viabilidade;

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relagdo a
concentragdo para o termo linear para o regime de tratamento de 6 horas [F(1, 18) = 0,744,
p > 0,05, ® = 0,10]; e a tendéncia significativa tanto para 24 horas [F(1, 18) = 4,564, p < 0,05,
o = 0,37] quanto para 48 horas [F(1, 18) = 49,638, p < 0,001, ® = 0,77] foi significativa e de
relevancia toxicolégica; e

(iv) na Figura 31, apesar de ndo ter ocorrido concentracdo que causou uma reducdo de

50% da viabilidade (ICsg), para nenhum dos tempos, a concentracdo maxima para 0s ensaios
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de genotoxicidade foi fixada em 102,4 pg.mL, isto é, aquela na qual ndo houve nenhum

efeito da cobertura, no intuito de se exclui-la como fator confundidor.

Ensaio de viabilidade celular - ATP
(Dmsa)

@T(6h) ET(24h) ET(48h) —w(6h) —w(24h) —w(48h)

250
225
200
175
150
125
100

75

50

25

Luminosidade (%)

Tamanho do Efeito (w)

C (M) C(0) 25,6 51,2 102,4 1792 256

Mg.mL

Figura 31. Ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de adenosina em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com acido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (Dmsa), pelo tempo de 6 a 48 horas e concentragdo de 25,6 a 256 pug.mL". C(M): grupo
controle meio (LHC9); C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solucdo de albumina). T(6h), T(24h) e T(48h):
efeito apds 6, 24 e 48 horas. w(6h), w(24h) e w(48h): tamanho do efeito apds 6, 24 e 48 horas. t:
estatisticamente significativo no teste t de Student. G-H: estatisticamente significativo no teste de Games-
Howell. D: estatisticamente significativo no teste de Dunnett. Os resultados descritos nas colunas
(luminosidade, %), nos marcadores (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (* p < 0,05; ** p < 0,01)
apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n =
6).

5.3.2. Andlise bifatorial (ANOVA 2-Way)

A analise bifatorial para os fatores “Concentrag¢ao” e “Tempo” demonstrou, no modelo
— (i) a participacao individual do fator “Concentracdo”; (ii) a participacao individual do fator
“Tempo”; (iii) a interacdo dos fatores “Concentracdo e Tempo”; e (iv) a decomposicdo do
fator “Tempo” somado a sua interagcdo com o fator “Concentracdo”, para indicar como esses

atuaram em cada grupo do fator “Concentragao” —, conforme descrito na Tabela 4:
(i) o fator “Concentragdo” foi estatisticamente significativo para todos os
nanomateriais e ambas as coberturas; para varios desses — MnFe,04-CpCit [F(5, 90) = 3,701,

p < 0,01, ® = 0,26], MnFe,04-Cp [F(5, 90) = 14,481, p < 0,001, ® = 0,43], MnFe,04-TdDmsa
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[F(5, 90) = 3,414, p< 0,01, ® = 0,22; vide item “iv — d” abaixo] e Citrato [F(5, 54) = 3,257, p <
0,05, » = 0,30], esse efeito refletiu um aumento da viabilidade celular, considerado como
um achado biolégico irrelevante; enquanto que, para MnFe,04-CpDmsa [F(5, 90) = 131,821,
p < 0,001, » = 0,85], MnFe,0,-TdCit [F(5, 90) = 43,310, p < 0,001, ® = 0,58] e Dmsa [F(5, 54) =
6,55, p < 0,001, o = 0,38], estdo correlacionados com reducdo da viabilidade celular
(citoxicidade);

(ii) o fator “Tempo” foi estatisticamente significativo e apontou redugao relevante da
viabilidade celular para alguns nanomateriais — MnFe,04-CpDmsa [F(2, 90) = 13,829, p <
0,001, ® = 0,17], apds 24 horas, em comparacdo a ambos os tempos de 6 (Tukey: p < 0,001)
e de 48 horas (Tukey: p < 0,01); MnFe,04-TdCit [F(2, 90) = 12,966, p < 0,001, ® = 0,20], apds
24 horas (Tukey: p < 0,001) e 48 horas (Tukey: p < 0,01), em comparacdo com o tempo de 6
horas; Dmsa [F(2, 54) = 7,837, p < 0,01, ® = 0,27], apds 24 horas (Tukey: p < 0,01) e 48 horas
(Tukey: p < 0,05), em comparag¢ao com o tempo de 6 horas; por outro lado, para MnFe;0;-
Cp [F(2, 90) = 42,106, p < 0,001, ® = 0,47], apds 48 horas, em comparacdo a 6 e 24 horas
(Tukey: p < 0,001, para ambos; vide item “iv — b” abaixo), essa redugdo ndo foi
toxicologicamente relevante;

(iii) na interagao dos fatores “Concentragao e Tempo”, houve diferengas estatisticas
significativas para MnFe,04-CpDmsa [F(10, 90) = 6,295, p < 0,001, ® = 0,24], MnFe,04-Cp
[F(10, 90) = 4,590, p < 0,001, ® = 0,31], MnFe,0,-TdCit [F(10, 90) = 21,496, p < 0,001, ® =
0,57], MnFe,0,-TdDmsal[F(10, 90) = 6,872, p < 0,001, ® = 0,48] e Dmsa [F(10, 54) = 3,946, p <
0,001, ® = 0,39];

(iv) na decomposicdo do fator “Tempo”, acrescido de sua interacdo com o fator
“Concentrac¢do”, notou-se:

a) auséncia de significado estatistico para MnFe,04-CpDmsa [F(12, 95) = 0,960, p >
0,05]; isso porque o fator “Tempo” e o fator “Concentragcdo” foram importantes
separadamente, mas o tamanho do efeito para o fator “Concentracdo” sobrepds o do fator
“Tempo” (=5x), de modo que, estatisticamente, o fator “Tempo” ndo conseguiu afetar cada
concentracdo de modo diferente; mas, consoante os dados, o tempo foi toxicologicamente

relevante para as concentragdes de 179,2 e 256 pg.mL’;

b) diferenca estatistica significativa para todos os grupos tratados com MnFe,04-Cp —

25,6 pg.mL" [F(2, 95) = 5,770, p < 0,01, o = 0,24], 51,2 pg.mL [F(2, 95) = 5,280, p < 0,01, ® =
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0,23], 102,4 pg.mL [F(2, 95) = 6,590, p < 0,01, ® = 0,25], 179,2 pg.mL" [F(2, 95) = 8,430, p <
0,001, ® = 0,29], 256 pg.mL [F(2, 95) = 11,980, p < 0,001, ® = 0,33]; a analise horizontal dos
dados da viabilidade celular indicou que tais grupos tiveram aumento no parametro quando
comparados ao respectivo grupo controle temporalizado, mas a analise vertical deste
mesmo parametro (dentro do mesmo tempo - 6h, 24h ou 48h) apontou que houve reducgao
da viabilidade, mesmo que os valores de tal pardametro estivessem préximos do controle;

esse achado foi considerado sem relevancia toxicoldgica;

c) diminuicdo da viabilidade celular para MnFe,04-TdCit, na concentra¢cdo de 256
pug.mL [F(2, 95) = 29,54, p < 0,001, » = 0,49]; isto é, o fator “Tempo” e sua interagdo com o
fator “Concentracdo” sdo relevantes toxicologicamente, especialmente para a maior

concentracgdo de tratamento;

d) diferenca estatistica significativa para MnFe,04-TdDmsa, nas concentracdes de 25,6
pug.mL [F(2, 95) = 5,640, p < 0,01, ® = 0,24] e 256 pg.mL" [F(2, 95) = 19,780, p < 0,001, ® =
0,42]; houve uma tendéncia de aumento da viabilidade celular para a menor concentragao,
mas de reducdo para a maior concentracao (e de importancia toxicoldgica); isto é, o fator
“Tempo” ndo é significativo, mas por causa de sua interagdo com o fator “Concentragao”, ele
afetou esses dois grupos de forma diferente;

e) reducdo da viabilidade estatisticamente significativa para Dmsa nas concentracdes
de 179,2 pg.mlL [F(2, 59) = 7,950, p < 0,01, ® = 0,28] e de 256 pg.mL [F(2, 59) = 6,580, p <
0,01, ® = 0,25]; assim, o fator “Tempo” e sua interacdo com o fator “Concentracao” sao
relevantes toxicologicamente, notadamente para as maiores concentragdes de tratamento;

(v) vale ressaltar que, para Citrato e MnFe,04-CpCit, o efeito da interacdo dos fatores
nao foi estatisticamente significativo - [F(12, 59) = 0,490, p > 0,05, ® = 0,23] e [F(10, 90) =
1,068, p > 0,05, ® = 0,06] -, respectivamente; e, quando o efeito do fator “Tempo”, acrescido
de sua interacdao com o fator “Concentracao”, foi decomposto para cada grupo tratado com
MnFe,04-CpCit, ndo houve significado estatistico [F(12, 95) = 0,920, p > 0,05]; logo,
avaliando-se os fatores “Concentracdao” e “Tempo” separadamente ou em interacdo, essa

nanoparticula apresentou melhor viabilidade e comportamento semelhante ao Citrato.
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Tabela 4. Andlise bifatorial para os fatores “Concentragdo” e “Tempo” (ANOVA 2-Way) no ensaio de viabilidade celular por quantificacdo
luminométrica do trifosfato de adenosina em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com
nanoparticulas de ferrita de manganés.

MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, Git Dmsa
CpCit CpDmsa Cp TdCit TdDmsa
Fonte de Variagao P w p w p w p w P w p w P w
Modelo
Concentragao 0,004 0,26 0,85 0,000 0,43 0,012 0,30
Tempo 0,377 0,01 0,17 0,000 0,47 0,178 0,11
Concentragdo N Tempo 0,395 0,06 0,000 0,24 0,000 0,31 0,966 0,23
Concentragao + Tempo 0,527 - 0,495 - 0,000 - 0,915 -
Tempo n C° 1,000 0,00 1,000 0,00 1,000 0,00 1,000 0,00 1,000 0,00 1,000 0,00 1,000 0,00
Tempo N 25,6 ug.mL- 0,104 0,15 0,212 0,13 0,004 0,24 0,145 0,14 0,005 0,24 0428 0,09 0,201 0,13
Tempo N 51,2 uyg.mL- 0,249 0,12 0,621 0,07 0,007 0,23 0,191 0,13 0,058 0,17 0,427 0,09 0,127 0,15

Tempo n 102,4 pg.mL- 0,781 0,05 0,787 0,05 0,002 0,25 0,304 0,11 0,265 0,12 0,524 0,08 0,649 0,07

Tempo N 179,2 ug.mL- 0,574 0,08 0,244 0,12 0,000 0,29 0,058 0,17 0,109 0,15 0,629 0,07 0,28

Tempon256pgml- 0371 010 0,139 014 | 0,000 0,33 | 0,49 | 042 | 0932 0,03 0,25
As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposicdo térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico

(MnFe,0,-TdDmsa). Cit: citrato. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. p: significancia. w: tamanho do efeito. Nn: interacdo ou decomposicdo de fatores. (+): fator
acrescido de sua interagdo com outro fator. D: fonte de variagdo sem relevancia toxicoldgica. .: fonte de variagdo com relevancia toxicoldgica.
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5.3.3. Andlise multifatorial (ANOVA 4-Way)

A andlise multifatorial para os fatores “Concentracao”, “Tempo”, “Cobertura” e
“Sintese” demonstrou, no modelo — (i) a participacdo individual de cada um desses fatores;
(ii) a interacao entre esses fatores; e (iii) a decomposi¢cdo de cada fator e de sua interagao
com outro (intera¢des bifatoriais), para indicar como esses atuaram dentro do respectivo

fator com o qual houve a interagdo —, conforme descrito na Tabela 5:

(i) os fatores “Concentragao” [F(5, 360) = 64,253, p < 0,001], “Tempo” [F(2, 360)
8,804, p < 0,001] e “Cobertura” [F(1, 360) = 41,269, p < 0,001] foram estatistica e

\%

toxicologicamente significativos, enquanto que o fator “Sintese” [F(1, 360) = 0,054, p

0,05], sozinho, ndo influenciou a viabilidade celular;

(i) o fator “Tempo” [F(2, 360) = 8,804, p < 0,001] indicou a redugao toxicologicamente
relevante da viabilidade celular apds 24 horas (Tukey: p < 0,001) em comparagdo com o

tempo de 6 horas;

(iii) a interagao dos fatores “Concentragao e Tempo” foi estatisticamente significativa
[F(10, 360) = 19,714, p < 0,001]; e a decomposicdo do fator “Tempo”, acrescido de sua
interacdo com o fator “Concentracdo”, apontou aumento da viabilidade celular na
concentracdo de 25,6 ug.mL [F(2, 419) = 3,61, p < 0,05], sem relevancia toxicoldgica, e
reducdo toxicologicamente relevante nas concentra¢des de 179,2 pug.mL [F(2, 419) = 4,43, p
< 0,05] e 256 pg.mL" [F(2, 419) = 19,270, p < 0,001];

(iv) a interacdo dos fatores “Concentragdao e Cobertura” foi estatisticamente
significativa [F(5, 360) = 10,031, p < 0,001]; e a decomposicdo do fator “Cobertura”,
acrescido de sua interagdo com o fator “Concentragdo”, indicou a reducgdo
toxicologicamente relevante da viabilidade para as concentragdes de 179,2 pg.mL [F(1, 425)
=7,63, p<0,01] e 256 pg.mL [F(1, 425) = 15,72, p < 0,001];

(v) a interacdo dos fatores “Concentragdo e Sintese” foi estatisticamente significativa
[F(5, 360) = 4,506, p < 0,01]; e a decomposicdo do fator “Sintese”, acrescido de sua interacdo
com o fator “Concentracdo”, ndo apontou significancia para nenhum dos grupos tratados e

ndo indicou qualquer relevancia toxicolégica da via de sintese em relacdo a concentracao;

(vi) ainteracdo dos fatores “Sintese e Cobertura” foi estatisticamente significativa [F(1,

360) = 203,165, p < 0,001]; e a decomposicdo do fator “Cobertura”, acrescido de sua
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interagdo com o fator “Sintese”, indicou que a cobertura foi toxicologicamente relevante
para ambas as vias — Coprecipitagao [F(1, 429) = 64,59, p < 0,001] e Decomposi¢ao Térmica
[F(1, 429) = 9,26, p < 0,01];

(vii) a interacdao dos fatores “Sintese e Tempo” ndo foi estatisticamente significativa
[F(2,429) =1,618, p > 0,05]; e a decomposicdo do fator “Tempo”, acrescido de sua interagdo
com o fator “Sintese”, ndo indicou qualquer relevancia toxicolégica do tempo em relagao a

via de sintese; e

(viii) também foram significativas as seguintes intera¢des trinomiais - “Concentragao e
Sintese e Cobertura” [F(5, 427) = 67,369, p < 0,001]; “Concentragdo e Sintese e Tempo”
[F(10, 427) = 3,556, p < 0,001]; e “Sintese e Cobertura e Tempo” [F(2, 427) = 11,103, p <
0,001] -, indicando que, apesar da via de sintese, isoladamente, ndo ser relevante, ela
interage significativamente com todos os demais fatores para produzir os efeitos biolégicos

observados.
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Tabela 5. Analise multifatorial para os fatores “Tempo”, “Concentra¢do”, “Cobertura” e “Sintese” (ANOVA 4-Way) no ensaio de viabilidade celular por
quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com
nanoparticulas de ferrita de manganés.

Fatoragao 0 pg.mL 25,6 pug.mL 51,2 pg.mL 102,4 pg.mL’ 179,2 pg.mL 256 pg.mL’
Fonte de Variagao p p p P p p
Concentragao - - - - - -
Tempo - - - - - -
Cobertura - - - - - -
Sintese - - - - - -

Concentragao N Tempo

Concentragao + Tempo

Concentragdo N Cobertura
Concentracdo + Cobertura

1,000 0,995 0,728 o208 000600000

Concentragdo N Sintese 0,001 - - - - - -
Concentracdo + Sintese 0,442 1,000 0,693 0,413 0,126 0,164 0,395
Fatoragao Cp Td Cit Dmsa - -
Fonte de Variagdo p p p p p - -
Tempo N Cobertura 0,099 - - - - - -
Tempo + Cobertura 0,217 - - 0,626 0,090 - -
Sintese N Cobertura - - - - - -
Sintese N Tempo 0,200 - - - - - -
Sintese + Tempo 0,249 0,571 0,118 - - - -

p: significancia. N: interacdo de fatores. (+): decomposicdo de um fator acrescido de sua interacdo com outro fator. Cp: sintese por coprecipitacdo. Td: sintese por
decomposicdo térmica. Cit: cobertura de citrato. Dmsa: cobertura de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. |:|: fonte de variacdo sem relevancia toxicoldgica. .: fonte
de variacdo com relevancia toxicoldgica.
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5.4. Ensaio de eletroforese alcalina em gel de células individuais (Cometa)

Os resultados do ensaio do cometa estdo representados nas Figuras (32-38) e Tabelas
(6-7) subsequentes e no Apéndice 9.2 (Quadros 7-14); o efeito mensurado foi a intensidade
da cauda do cometa (% DNA na cauda; marcador de dano no acido desoxirribonucleico),
para cada nanomaterial e cobertura, e em funcdo de um unico ou de varios fatores, por
meio de andlise estatistica fatorial: para a avaliagdo do efeito em relagdo ao fator
“Concentracdo”, realizou-se a analise monofatorial (ANOVA 1-Way); para os fatores
“Concentracdo e Tempo” ou “Concentracdo e Experimento”, a andlise bifatorial (ANOVA 2-
Way); para os fatores “Tempo”, “Concentracdao”, “Cobertura” e “Sintese”, a analise
multifatorial (ANOVA 4-Way). Assim, por meio dessa modelagem, analisou-se como cada
fator, isoladamente ou em interacdo com os demais, explicou, estatistica e biologicamente,

os resultados toxicoldgicos obtidos (genotoxicidade).

5.4.1. Andlise monofatorial (ANOVA 1-Way)

A analise monofatorial do fator “Concentracdo” indicou, respectivamente, que:

5.4.1.1. MnFe;04-Cp

(i) na Figura 32, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
para ambos os regimes de tratamento — 6 horas [C",%, (61 + 12); C° (5 + 0); t(6) = 8,831, p <
0,001, r = 0,96] e 24 horas [C",%, (69 + 3); C° (5 + 0); t(6) = 35,043, p < 0,001, r = 1,00];

(i) na Figura 32, houve aumento estatistica e toxicologicamente relevante da
fragmentacao do acido desoxirribonucleico, pelos testes de Dunnett ou Games-Howell, para
ambos os regimes — 6 horas [F(5, 18) = 3,176, p < 0,05, ® = 0,56] para a concentracao de 256
pg.mL (p < 0,05); e 24 horas [F(5, 18) = 1,645, p > 0,05, o = 0,34] para a concentracdo de
102,4 ug.mL (p < 0,05); e

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentracao
para o termo linear para o regime de tratamento por 6 horas [F(1, 18) = 10,673, p< 0,01, ® =
0,53], devido ao aumento da fragmentacdo do acido desoxirribonucleico, mas ndo para o

tratamento com exposicdo por 24 horas [F(1, 18) = 1,702, p > 0,05, ® = 0,16].
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Ensaio do Cometa
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Figura 32. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitagdo e sem cobertura
(MnFe,0,4Cp), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a 256 pg.mL. C(0): grupo controle negativo
(LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 + solugdo de perdxido de hidrogénio).
T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito apds 6 e 24 horas. t: estatisticamente
significativo no teste t de Student. G-H: estatisticamente significativo no teste de Games-Howell. D:
estatisticamente significativo no teste de Dunnett. Os resultados descritos nas colunas (intensidade da cauda,
%DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (* p < 0,05; *** p < 0,001) apresentam as
mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média * desvio padrdo (n = 4).

5.4.1.2. MinFe,04-CpCit

(i) na Figura 33, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
controles para ambos os regimes de tratamento — 6 horas [C",%, (68 + 7); C° (6 + 1); t(6) =
16,968, p < 0,001, r = 0,99] e 24 horas [C",%; (69 + 0); C° (9 £ 5); t(6) = 21,105, p < 0,001, r =
0,99];

(ii) na Figura 33, ndo houve efeito estatisticamente significativo para nenhum regime
de tratamento com o nanomaterial — 6 horas [F(5, 18) = 0,513, p > 0,05, ® = 0,34] e 24 horas
[F(5, 18) = 0,736, p > 0,05, = 0,24]; e

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a
concentragdo para o termo linear para nenhum regime de tratamento — 6 horas [F(1, 18) =

0,401, p > 0,05, » = 0,17] e 24 horas [F(1, 18) = 0,441, p > 0,05, ® = 0,16].
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Figura 33. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitacdo e com cobertura de citrato
(MnFe,0,4CpCit), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a 256 pg.mL". C(0): grupo controle negativo
(LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 + solugdo de perdxido de hidrogénio).
T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito apds 6 e 24 horas. t: estatisticamente
significativo no teste t de Student. Os resultados descritos nas colunas (intensidade da cauda, %DNA), nas linhas
(tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (*** p < 0,001) apresentam as mesmas cores para o
respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n = 4).

5.4.1.3. MinFe,04,-CpDmsa

(i) na Figura 34, houve diferenca estatistica significativa entre os grupos controle para
ambos os regimes de tratamento — 6 horas [CHZOZ (56 + 11); c® (6 £1); t(6) = 8,436, p < 0,001,
r=0,96] e 24 horas [C",%, (64 + 4); C° (5 + 1); t(6) = 22,878, p < 0,001, r = 0,99];

(i) na Figura 34, ndao houve efeito estatisticamente significativo para nenhum regime
de tratamento com o nanomaterial — 6 horas [F(5, 18) = 1,053, p > 0,05, ® = 0,10] e 24 horas
[F(5, 18) = 0,587, p > 0,05, » = 0,31]; e

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentragao
para o termo linear, para o regime de tratamento por 6 horas [F(1, 18) = 4,641, p < 0,05, ® =
0,39], devido ao aumento da fragmentacdo do acido desoxirribonucleico, mas ndao por 24

horas [F(1, 18) = 1,358, p > 0,05, ® = 0,13].

92



Ensaio do Cometa
(MnFe,O, - CpDmsa)

== T(6h) E= T(24h)  eeecees w(6h) w(24h)

80 - t - 0,60
z 70 -
2
a s - - 0,45
X

50 - )
3 3
R 40 - - 030 £
S 4 SO~

(=4
S 30 - w
g S
® o
s 20 015 9
W | eeccecececccccccccccscccccscsccessscscscsessscsccssscseses [ =
S 10 - e
)
c(0) 25,6 51,2 102,4 153,6 204,8 c (H202)
Hg.mL

Figura 34. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitagdo e com cobertura de acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,CpDmsa), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a 204,8
pg.mL". C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 +
solugdo de peroxido de hidrogénio). T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito
apos 6 e 24 horas. t: estatisticamente significativo no teste t de Student. Os resultados descritos nas colunas
(intensidade da cauda, %DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (*** p < 0,001)
apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média * desvio padrdo (n =
4).

5.4.1.4. MinFe,0,-TdCit

(i) na Figura 35, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
para ambos os regimes de tratamento — 6 horas [c™)°, (68 +7); C° (6 + 1); t(6) = 16,968, p <
0,001, r = 0,99], e 24 horas [C",°, (69 + 0); C° (9 + 5); t(6) = 21,105, p < 0,001, r = 0,99];

(i) na Figura 35, ndo houve efeito estatisticamente significativo para nenhum regime
de tratamento com o nanomaterial — 6 horas [F(5, 18) = 1,957, p > 0,05, ® = 0,41] e 24 horas
[F(5,18) =0,434,p > 0,05, ®=0,37]; e

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a
concentragdo para o termo linear para nenhum regime de tratamento — 6 horas [F(1, 18) =

3,014, p > 0,05, = 0,26] e 24 horas [F(1, 18) = 0,729, p > 0,05, ® = 0,11].
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Figura 35. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por decomposicdo térmica e com cobertura de
citrato (MnFe,0,TdCit), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a 204,8 pug.mL". C(0): grupo controle
negativo (LHC9 + solu¢do de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 + solucdo de perdxido de
hidrogénio). T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito apds 6 e 24 horas. t:
estatisticamente significativo no teste t de Student. Os resultados descritos nas colunas (intensidade da cauda,
%DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (*** p < 0,001) apresentam as mesmas
cores para o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n = 4).

5.4.1.5. MnFe,04-TdDmsa

(i) na Figura 36, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
para ambos os regimes de tratamento — 6 horas [C",%, (56 + 11); C° (6 + 1); t(6) = 8,436, p <
0,001, r = 0,96] e 24 horas [C",%, (64 + 4); C° (5 + 1); t(6) = 22,878, p < 0,001, r = 0,99];

(i) na Figura 36, houve aumento estatistica e toxicologicamente relevante da
fragmentacao do acido desoxirribonucleico pelo, pelo teste de Dunnett, para o regime de 6
horas [F(5, 18) = 3,718, p < 0,05, ® = 0,60] para a concentracdo de 204,8 pg.mL (p < 0,05),
mas nado para o regime de 24 horas [F(5, 18) = 1,433, p > 0,05, ® =0,29]; e

(iii) houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a concentracao
para o termo linear, devido ao aumento da fragmentacao do acido desoxirribonucleico, para
ambos os regimes de tratamento — 6 horas [F(1, 18) = 8,935, p < 0,01, ® = 0,46] e 24 horas
[F(1, 18) = 6,453, p < 0,05, » = 0,46].
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Figura 36. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por decomposi¢ao térmica e com cobertura de
acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,TdDmsa), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a
256 pg.mL. C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 +
solucdo de perdxido de hidrogénio). T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito
apos 6 e 24 horas. t: estatisticamente significativo no teste t de Student. D: estatisticamente significativo no teste
de Dunnett. Os resultados descritos nas colunas (intensidade da cauda, %DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w)
e na significancia estatistica (* p < 0,05; *** p < 0,001) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo.
Dados representados como média * desvio padrdo (n = 4).

5.4.1.6. Citrato (Cit)

(i) na Figura 37, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
para ambos os regimes de tratamento — 6 horas [C",%; (64 + 5); C° (5 £ 0); t(6) = 20,275, p <
0,001, r = 0,99] e 24 horas [C",°, (62 + 8); C° (5  0); t(6) = 13,157, p < 0,01, r = 0,98];

(i) na Figura 37, ndo houve efeito estatisticamente significativo para nenhum regime
de tratamento com o citrato — 6 horas [F(3, 12) = 0,456, p > 0,05, ® = 0,34] e 24 horas [F(3,
12)=0,412, p > 0,05, ®=0,35]; e

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a
concentracdo para o termo linear para nenhum regime de tratamento — 6 horas [F(1, 12) =

0,012, p > 0,05, ®=0,26] e 24 horas [F(1, 12) = 0,042, p > 0,05, ® = 0,26].
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Figura 37. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com citrato (Cit), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6 a 102,4 pug.mL". C(0): grupo
controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo (LHC9 + solugdo de perdxido
de hidrogénio). T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho do efeito apds 6 e 24 horas.
t: estatisticamente significativo no teste t de Student. Os resultados descritos nas colunas (intensidade da
cauda, %DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (** p < 0,01; *** p < 0,001)
apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média + desvio padrdo (n =
4).

5.4.1.7. Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa)

(i) na Figura 38, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
para todos os regimes de tratamento — 6 horas [C",%, (64 + 5); C° (5 + 0); t(6) = 20,275, p <
0,001, r = 0,99] e 24 horas [C",%, (62 + 8); C° (5 + 0); t(6) = 13,157, p < 0,01, r = 0,98];

(i) na Figura 38, ndo houve efeito estatisticamente significativo para nenhum regime
de tratamento com o acido meso-2,3-dimercaptossuccinico — 6 horas [F(3, 12) = 0,597, p >
0,05, » = 0,29] e 24 horas [F(3, 12) = 1,420, p > 0,05, ® = 0,27]; e

(iii) ndo houve tendéncia estatisticamente significativa do efeito em relacdo a
concentracdo para o termo linear para nenhum regime de tratamento — 6 horas [F(1, 12) =

0,243, p > 0,05, » = 0,14] e 24 horas [F(1, 12) = 0,286, p > 0,05, ® = 0,20].
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Figura 38. Ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa), pelo tempo de 6 a 24 horas e concentragdo de 25,6
a 102,4 pg.mL". C(0): grupo controle negativo (LHC9 + solugdo de albumina). C(H,0,): grupo controle positivo
(LHC9 + solucdo de perdxido de hidrogénio). T(6h) e T(24h): efeito apds 6 e 24 horas. w(6h) e w(24h): tamanho
do efeito apds 6 e 24 horas. t: estatisticamente significativo no teste t de Student. Os resultados descritos nas
colunas (intensidade da cauda, %DNA), nas linhas (tamanho do efeito, w) e na significancia estatistica (** p <
0,01; *** p < 0,001) apresentam as mesmas cores para o respectivo tempo. Dados representados como média
+ desvio padrdo (n = 4).

5.4.2. Andlise bifatorial (ANOVA 2-Way)

As analises bifatoriais para os fatores (“Concentracdo” e “Tempo”) ou (“Concentra¢do”
e “Experimento”) demonstrou, no modelo — (i) a participacdo individual do fator
“Concentragao”; (ii) a participacao individual do fator “Tempo”; (iii) a participacdo individual
do fator “Experimento”; (iv) a interacdo dos fatores “Concentracdo e Tempo” e
“Concentracdo e Experimento”; e (v) a decomposicdo do fator “Tempo” somado a sua
interacdo com o fator “Concentracdo” e do fator “Experimento” somado a sua interacdo
com o fator “Concentragdo”, para indicar como esses atuaram em cada grupo do fator
“Concentragdo” —, conforme descrito na Tabela 6:

(i) o fator “Concentragdo” foi estatistica e toxicologicamente significativo para:
MnFe,04-Cp, na modelagem tanto com o fator “Experimento” [F(5, 36) = 3,642, p < 0,01, ®
= 0,34] quanto com o fator “Tempo” [F(5, 36) = 3,505, p < 0,05, ® = 0,33]; e MnFe;,04-
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TdDmsa, na modelagem tanto com o fator “Experimento” [F(5, 36) = 5,76, p < 0,01, ® = 0,40]
quanto com o fator “Tempo” [F(5, 36) = 3,469, p < 0,05, ® = 0,34]; em ambos os
nanomateriais, o fator esta correlacionado com o aumento da fragmentacdo do acido

desoxirribonucleico;

(i) o fator “Experimento” foi estatisticamente significativo para ambos os
nanomateriais cobertos com acido meso-2,3-dimercaptossuccinico, indicando variacdo
significativa entre as repetices experimentais: MnFe,04-CpDmsa [F(1, 36) = 43,554, p <
0,001, ® = 0,54] e MnFe,04-TdDmsa [F(1, 36) = 25,357, p < 0,001, ® = 0,41]; ainda, quando o
fator “Experimento”, acrescido de sua interagdo com o fator “Concentracao”, foi
decomposto, verificou-se que, para MnFe,04,-CpDmsa, a variacdo entre as repeticoes
influenciou significativamente vdrios grupos, mas ela ndo foi toxicologicamente relevante
para nenhum deles — 0 pug.mL" [F(1, 41) = 4,76, p < 0,05, ® = 0,32], 25,6 pg.mL- [F(1, 41) =75,
p <0,05 ®=0,33],51,2 ug.mL- [F(1,41)=7,29, p<0,05, ®=0,39] e 204,8 ug.mL- [F(1, 41)
= 19,99, p < 0,05, ® = 0,57]; j& para MnFe,04-TdDmsa, ocorreu nas concentra¢ées de 204,8
pg.mL [F(1, 41) = 6,23, p < 0,05, ® = 0,36] e de 256 pg.mL" [F(1, 41) =9,46, p < 0,01, ® =
0,43], e foi toxicologicamente relevante para a primeira; por outro lado, e mesmo na
auséncia de interacdo significativa para MnFe;04-Cp, a variacdo interexperimental
influenciou o resultado toxicolégico na concentracdo de 256 ug.mL [F(1, 41) = 5,24, p <
0,05, ® = 0,34];

(iii) o fator “Tempo” foi estatistica e toxicologicamente relevante para ambos os
nanomateriais cobertos com citrato — MnFe,0,4-CpCit [F(1, 36) = 5,211, p < 0,05, ® = 0,21] e
MnFe,0,-TdCit [F(1, 36) = 11,278, p < 0,01, ® = 0,32]; ademais, quando decomposta a
interacdo dos fatores “Concentracdo e Tempo”, acrescida do préprio fator “Tempo”,
apontou-se que o fator influenciou significativamente a fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico para MnFe,04-Cp[F(1, 41) = 6,95, p < 0,05, ® = 0,38], na concentracao
de 256 pg.mL, mesmo na auséncia de interacdo significativa, uma vez que o dano foi

marcadamente reduzido apds 24 horas.
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Tabela 6. Analise bifatorial para os fatores “Concentragdo e Experimento” e “Concentracdo e Tempo” (ANOVA 2-Way) no ensaio do cometa em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés.

MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, Git Dmsa
Fonte de Variagdo CpCit CpDmsa Cp TdCit TdDmsa
p w p w p w p w p w p w p w
Modelo
Concentragao 0,576 0,11 0,065 0,21 J 0,777 0,16 0,40 | 0,763 0,17 0,701 0,16
Experimento 0,660 0,09 0,182 009 0903 0,10 041 | 0346 004 0577 0,10
Concentragdao N Experimento 0,740 0,16 0,313 0,09 0,104 0,21 0,436 0,02 0,232 0,12 0,600 0,13 0,402 0,03
Concentragao + Experimento 0,803 - 0,000 - 0,207 - 0,515 - 0,008 - 0,561 - 0,480 -
Experimento N c° 0,237 0,18 0,035 0,32 0,650 0,07 0,192 0,20 0,137 0,23 0,762 0,06 0,882 0,03
Experimento N 12,8 pg.mL- - - - - - - - - - - 0,632 0,09 0,084 0,33
Experimento N 25,6 pg.mL- 0,626 0,08 0,031 0,33 0,450 0,12 0,483 0,11 0,383 0,14 - - - -
Experimento N 51,2 pg.mL- 0,973 0,00 0,010 0,39 0,259 0,18 0,248 0,18 0,522 0,10 0,144 0,28 0,788 0,05
Experimento n 102,4 pg.mL- 0,316 0,16 0,102 0,25 0,312 0,16 0,350 0,15 0,239 0,18 0,510 0,13 0,614 0,10
Experimento N 153 pg.mL- - - 0,087 0,26 - - 0,620 0,08 - - - - - -
Experimento n 204,8 pg.mL- 0,905 0,02 0,000 0,57 0,470 0,11 0,471 0,11 0,36 - - - -
Experimento N 256 pg.mL- 0,596 0,64 - - -W’ - - -o,% ; ) ) )
Modelo

Concentracdo 0,509 0,08 0419 0,04 [ 033 | 0696 0,14 (034 | 0775 018 0707 0,16
Tempo 0,650 0,09 0,355 0,03 (032 | 0343 003 0794 012 05% 0,11

Concentra¢do N Tempo 0,739 0,15 0,858 0,18 0,133 0,19 0,747 0,15 0,507 0,08 0,674 0,15 0,482 0,09
Concentragdo + Tempo 0,259 - 0,905 - 0,289 - 0,410 - 0,667 - 0,781 - 0,566 -
Tempo n C° 0,063 0,29 0516 0,10 0,743 0,05 0,340 0,32 058 009 0,855 0,03 0928 0,02
Tempo N 12,8 ug.mL- - - - - - - - - - - 0,417 0,16 0,110 0,30
Tempo N 25,6 ug.mL- 0,358 0,14 0,974 0,00 0466 0,11 058 0,09 0,522 0,10 - - - -
Tempo N 51,2 pug.mL- 0,774 0,04 0434 0,12 0805 0,04 0,062 0,29 0,790 004 0,370 0,17 0,954 0,00
Tempo N 102,4 ug.mL- 0,093 0,26 0671 0,07 0978 000 0,136 0,23 0,563 0,09 0657 009 0613 0,10
Tempo n 153 pg.mL- - - 0,357 0,14 - - 0,690 0,06 - - - - - -
Tempo N 204,8 ug.mL- 0,949 0,00 0,944 0,02 1,000 0,00 0,071 0,28 0,106 0,25 - - - -
Tempo N 256 pg.mL- 0473 011 - - [OEN o3s| - - 0646 007 - - - -

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitagdao, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit)
ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposi¢do térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de dcido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit: citrato. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. p: significancia. w: tamanho do efeito. N: interagdo ou
decomposicdo de fatores. (+): fator acrescido de sua interagdo com outro fator. D: fonte de variagdo sem relevancia toxicoldgica. .: fonte de variagdo com
relevancia toxicolégica.
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5.4.3. Andlise multifatorial (ANOVA 4-Way)

A andlise multifatorial para os fatores “Concentracao”, “Tempo”, “Cobertura” e
“Sintese” demonstrou, no modelo — (i) a participacdo individual de cada um desses fatores; e
(ii) a interacao entre esses fatores; e (iii) a decomposi¢cdo de cada fator e de sua interagao
com outro (intera¢des bifatoriais), para indicar como esses atuaram dentro do respectivo
fator com o qual houve a interagdo. Entretanto, o balanceamento dos agrupamentos exigiu a
exclusdo das concentracdes ndo comuns a todos os regimes de tratamento (153 e 256
pg.mL’) e de qualquer nanomaterial sem contraparte (MnFe,0,4Cp) —, conforme descrito na
Tabela 7:

(i) o fator “Tempo” foi estatistica e toxicologicamente significativo [F(1, 120) = 4,997, p
< 0,05], enquanto que todos os demais ndo foram — “Concentragao” [F(4, 120) = 1,329, p >
0,05], “Cobertura” [F(1,120) = 0,069, p > 0,05] e “Sintese” [F(1, 120) = 0,121, p > 0,05];

(i) a interacdo dos fatores “Concentracdo e Cobertura” foi estatisticamente
significativa [F(4, 120) = 3,353, p < 0,05];

(iii) quando o fator “Cobertura”, acrescido de sua interagdio com o fator
“Concentracdo”, foi decomposto para cada grupo experimental, houve significancia
estatistica e toxicologicamente irrelevante na concentragao de 0 ug.mL [F(1, 154)=7,77, p
< 0,01], mas relevante na de 204,8 ug.mL [F(1, 154) = 5,25, p < 0,05];

(iv) quando o fator “Concentragdo”, acrescido de sua interacdo com o fator
“Cobertura”, foi decomposto para cada agrupamento experimental radicado pela cobertura,
verificou-se que esses foram estatistica e toxicologicamente relevante para a cobertura
Dmsa [F(4, 151) = 3,38, p < 0,05];

(v) a interagdo dos fatores “Cobertura e Tempo” foi estatistica e toxicologicamente
significativa [F(1, 120) = 12,763, p < 0,01]; e a decomposicdo do fator “Tempo”, acrescido de
sua interacdo com o fator “Cobertura”, indicou significancia toxicologicamente relevante

para a cobertura Citrato [F(1, 157) = 17,24, p < 0,001]; e

(vi) nenhum dos seguintes polinomiais foi significativo - “Concentragdo e Sintese e
Cobertura” [F(4, 157) = 0,569, p > 0,05]; “Concentracdao e Sintese e Tempo” [F(4, 157) =
0,135, p > 0,05]; “Concentragao e Cobertura e Tempo” [F(4, 157) = 0,505, p > 0,05]; “Sintese
e Cobertura e Tempo” [F(1, 157) = 1,209, p > 0,05]; e “Concentragdo e Sintese e Cobertura e

Tempo” [F(4, 157) = 1,048, p > 0,05].
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Tabela 7. Andlise multifatorial para os fatores “Tempo”, “‘Concentracao”, “Cobertura” e “Sintese” (ANOVA 4-Way) no ensaio do cometa
em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés.

Fonte de Variagao Fatoragao 0 pug.mL 25,6 pg.mL 51,2 pg.mL 102,4 pg.mL 204,8 pg.mL
p p p p 4 P
Concentragao 0,263 - - - - -
Tempo _ - - - - -
Cobertura 0,793 - - - - i
Sintese 0,729 - - - - _
Concentragdo N Sintese 0,761 - - - - i

Concentragdo N Cobertura

Concentracdo + Cobertura

o
Q|
o
()}
o
0
o
~
o
[o < I
=
[
o
o
w
(o]
I I

Fatoracao Cp Td Cit Dmsa -

Fonte de Variacao p p p p P -
Cobertura + Concentragao 0,230 - - 0,292 _ -
Sintese N Cobertura 0,543 - - - - -
Sintese N Tempo 0,936 - - - - -
Cobertura N Tempo 0,001 - - - - ,

Cobertura + Tempo

p: significancia. N: interagdo de fatores. (+): decomposicdo de um fator acrescido de sua interagdo com outro fator. Cp: sintese por coprecipitacdo. Td:
sintese por decomposi¢do térmica. Cit: cobertura de citrato. Dmsa: cobertura de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico.
D: fonte de variagdo sem relevancia toxicologica. .: fonte de variagdo com relevancia toxicologica.
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5.5. Andlise da replicacdo técnica

A Tabela 8 representa a andlise da variagdo entre as replicatas técnicas (lamina ou gel)
tomadas da mesma replicata biolégica (subcultivo ou po¢o), para cada nanomaterial,
cobertura e ponto temporal. Através desse procedimento foi possivel realizar o controle de
qualidade da replicacdo (correlacdo) e da variacdo por ela causada nesse nivel experimental
(variagdo intracaso).

Como se nota, apenas para MnFe,04-TdCit a técnica de replicacdo foi fonte de
variacdo significativa [F(1, 23) = 5,208, p < 0,05] e a correlacdo entre as laminas foi baixa (r =

0,227, p > 0,05), mas esse nao foi um achado de relevancia toxicoldgica.

Tabela 8. Andlise da replicacdo técnica das laminas (correlacdo) e da
variacdo causada pela amostragem dos pogos (variagdo intracaso) em
monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B)
tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés.

Substancia Teste Tempo Varia¢do IntraCasos Correlagao

F P R P
. 6h 0,687 0,416 0,575 0,002
MnFe,0,-CpCit
24h 0,949 0,340 0,572 0,002
6h 0,095 0,761 0,446 0,014
MnFe,0,-CpDmsa
24h 0,427 0,520 0,744 0,001
6h 1,020 0,323 0,860 0,001
MnFe,0,4-Cp
24h 0,109 0,745 0,632 0,001
6h 5,208 0,032 0,227 0,143
MnFe,0, TdCit 0032 | | o143 |
24h 1,973 0,173 0,451 0,013
6h 0,005 0,944 0,566 0,002
MnFe,0,-TdDmsa
24h 0,000 0,985 0,636 0,001
Cit 6h 0,516 0,484 0,718 0,001
i
24h 0,735 0,405 0,615 0,006
6h 0,540 0,474 0,954 0,001
Dmsa
24h 0,878 0,364 0,616 0,006

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitagao,
sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de
acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (i) decomposicdo
térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de &cido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit: citrato. Dmsa: dacido meso-2,3-
dimercaptossuccinico. p: significancia. F: estatistica da andlise de variancia (ANOVA).
R: coeficiente de correlagao de Pearson.
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5.5. Teste do micronticleo com bloqueio da citocinese

A Figura 39 representa células binucleadas tipicas e a Figura 40 demonstra células
tratadas, coradas com eosina e contrastadas com azul da Prussia (identificacdo de ferro

contido nas nanoparticulas aglomeradas).

Na Tabela 9 e no Apéndice 9.3 (Quadro 15), que representam os dados de cada
nanomaterial e cobertura referentes a genotoxicidade (frequéncia de micronucleagao) e a

citotoxicidade (indice de proliferacdo), observa-se que:

(i) houve associagdo estatisticamente significativa para a frequéncia de micronucleos
quando comparados os grupos controle positivo (mitomicina-C) e negativo em todos os
conjuntos — MnFe,0,-Cp, Citrato e Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico [x’(1) = 145,44, p
<0,001; ® = 0,191, p < 0,001; Og = 7,147]; MnFe;0,4-CpCit e MnFe,0,-TdCit [x*(1) = 126,089,
p <0,001; ®=0,178, p < 0,001; Oy = 6,586]; e MnFe,0;—CpDmsa e MnFe,0,~TdDmsa [)(2(1)
= 108,225, p <0,001; ® = 0,164, p < 0,001; Og = 5,723];

(ii) ndo houve associacdo estatisticamente significativa entre a frequéncia de
micronucleos e o tratamento com qualquer nanomaterial ou cobertura, em nenhuma das
concentracdes: MnFe;04-Cp {)(2(7) = 0,852, p > 0,05; ® = 0,007, p > 0,05; Oy = [0,97;1,12]};
MnFe,0,4-CpCit {¥*(7) = 1,173, p > 0,05; ® = 0,009, p > 0,05; Og = [1,00;1,22]}; MnFe,0,-
CpDmsa {¥’(7) = 0,480, p > 0,05; ® = 0,005, p > 0,05; Og = [0,88;1,00]}; MnFe,0,-TdCit {x*(7)
=1,134, p > 0,05; ® = 0,008, p > 0,05; O = [0,94;1,19]}; MnFe,04-TdDmsa {)(2(7) =1,121,p>
0,05; ® = 0,008, p > 0,05; O = [0,85;1,06]}; Citrato {¥°(3) = 0,174, p > 0,05; ® = 0,005, p >
0,05; Og = [1,00;1,09]}; e Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico {)(2(3) =0,638,p>0,05 O =
0,009, p > 0,05; Og =[0,91;1,09]};

(iii) houve reducdo da proliferacdo celular quando comparados os grupos controle
positivo (mitomicina-C) e negativo em todos os conjuntos — MnFe,0,-Cp, Citrato e Acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico [C" (1 + 0); C (2 + 0); t(2) = -37,119, p < 0,001, r = 1];
MnFe,0,-CpCit e MnFe,0,-TdCit [C" (1 + 0); C (2 % 0); t(2) = -42,485, p < 0,001, r = 1]; e
MnFe,0,~CpDmsa e MnFe,0,~TdDmsa [C" (1 +0); C (2 + 0); t(2) =-19,393, p < 0,01, w = 1];

(iv) ndo houve efeito estatisticamente significativo sobre a proliferacdo celular por
causa do tratamento com os seguintes nanomateriais e coberturas: MnFe,04-Cp [F(7, 8) =

0,341, p > 0,05, w = 0,64], MnFe,0,-CpCit [F(7, 8) = 1,432, p > 0,05, w = 0,49], MnFe,0,-
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TdDmsa [F(7, 8) = 1,768, p > 0,05, w = 0,49], Citrato [F(3, 4) = 0,228, p > 0,05, w = 0,66] e
Acido meso-2,3-dimercaptossuccinico [F(3, 4) = 0,66, p > 0,05, w = 0,37]; e

(v) houve redugdo toxicologicamente relevante da proliferagdo celular decorrente do
tratamento com: MnFe,04-CpDmsa [F(7, 8) = 6,951, p < 0,01, w = 0,85], nas concentragdes
de 179,2 ug.mL (Dunnett, p < 0,05) e 204,8 ug.mL (Dunnett, p < 0,01); e MnFe204-TdCit,
nas de 179,2 pg.mL e 204,8 pg.mL (Dunnett, p < 0,05), mesmo embora nao tenha sido
observada diferenca significativa no teste ANOVA [F(7, 8) = 2,739, p > 0,05, w = 0,62].

’ AN s

. e -t v \
- 3 4 3 e - 2 1
L ‘? .'!\ : &2 " i \ =)
e 3 ~ 4 ! ,‘ '. .‘-‘“"’ .&u “ . V ,’:4‘
& 2o X)) S T ‘ ~
- =_% - - -~ 2 1

Figura 39. Micrografias de células binucleadas de monocultivos de linhagem celular de
epitélio bronquial humano (BEAS-2B) micronucleadas no teste com bloqueio da citocinese.
(A) Fluorescéncia (filtro DAPI). (B) Sobreposicdo (fluorescéncia e campo claro). Setas:
micronucleos (grupo controle negativo; 60x; Barra = 50 um).
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Figura 40. Micrografias de monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados no teste do microntcleo com bloqueio da citocinese com
nanoparticulas de ferrita de manganés, pelo tempo de 48 horas e concentragdo de 51,2 pg.mL". Os aglomerados de nanoparticulas sdo identificados pelo método do azul
da Prussia. As nanoparticulas de ferrita foram sintetizadas por: (i) coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido
meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); (ii) decomposi¢do térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico
(MnFe,0,-TdDmsa).Filtro: campo claro (60x). Barra (50 um).




Tabela 9. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com

de manganés.

nanoparticulas de ferrita

C+ C- 12,8 25,6 51,2 76,8 102,4 153,6 179,2 204,8 256
(0 pg.mL) pug.mL pug.mL pug.mL ug.mL ug.mL ug.mL pug.mL pug.mL pug.mL
MnFe,0, IPBC 1,107 2+0 - 2+0 2+0 - 1,9+0 2+0 1,940 2+0 1,9+0
Cp MN 110+1197" 17+2 - 18+2 17+1 - 19+2 16+0 19+1 1842 16 +2
MnFe,0, IPBC 1,1+0"" 2+0 - 2+0 2+0 - 1,9+0 2+0 2+0 2+0 1,9+0
CpCit MN  99+2 " 16 +2 - 19+2 18+2 20+2 19+0 16+0 18+1 18+0
MnFe,0, PBC 1,1:0"" 2+0 - 2,02+0 1,9+0 1,9 1,9+0 1,90 1,9+0" 1,9+0" -
TdCit MN  99+2 " 16 +2 18+2 18+ 1 17 + 19+0 17 +2 17+0 15+0 -
IPBC  1,1+0"" 240 2+ - 2+0 - 2+0 - - - -
Cit -
MN  110+11 17 +2 1842 1742 1742 - - - -
MnFe,0, IPBC  1,1+0" 2+0 - 20 1,90 1,9 1,90 1,90 1,8t0% 1,7+t0°" -
CpDmsa MN  92+39" 17+0 - 16 +2 15+0 17 + 1740 17 +2 174 16 +2
MnFe,0, IPBC  1,1+0"" 2+0 - 2+0 2+0 - 240 1,9+0 1,9+0 1,9+0 1,9
TdDmsa MN  92+39" 17+0 - 16+0 1742 - 1640 1840 15+1 18+2 17 +
IPBC  1,1z0%" 210 210 - 1+0 - 1,940 - - - -
Dmsa Qrr
MN 110+11 17+2 15+0 - 18+2 - 16+2 - - - -
As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido meso-2,3-

dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposicdo térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de dcido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit: citrato. Dmsa:
acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. IPBC: indice de proliferagdo com bloqueio da citocinese. MN: frequéncia de micronucleagdo. C+: controle positivo (Mitomicina-C). C-: controle negativo (LHC 9
+ solucdo de albumina). t: Teste t de Student. Q: Teste do Qui-Quadrado de Pearson. D: Teste de Dunnett. Dados representados como média + desvio padrdo (IPBC, n = 100; MN, n = 1000). A

significancia foi definida como: * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001).
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6. DISCUSSAO

6.1. Caracterizagao dos nanomateriais

6.1.1. Nanoparticulas sintetizadas por coprecipitacdo

A caracterizacdo dos nanomateriais sintetizados por coprecipitacdo demonstrou que a
forma de bastdo observada na Figura 21(A) ndo estd em concordancia com a literatura

majoritaria. Segundo o material e métodos e a Figura 41(C) relatada em NUNES et a/ (2014),

a forma esperada seria a esférica. Esse achado se confirma ao se rastrear a literatura
precedente referente ao desenvolvimento dessa via sintética de ferrofluidos aquosos

desenvolvida por MASSART (1981) e aprimorada por diversos autores: MASSART & CABUIL

(1987), TOURINHO et al (1989), MASSART et al (1995), SOUSA et al (2001), BABAEI et al

(2018). E isso porque a ferrita de manganés é uma isoestrutura, sem anisotropia cristalina ou

de forma (ANGOTZI et al, 2017), e de alta simetria cristalina (MONTFERRAND et al, 2012).

Segundo TOURINHO et al (1990), o diametro das particulas (leia-se, também, “a

forma”), a polidispersao, o rendimento e a reprodutibilidade desses parametros é
determinada pelos fatores criticos identificados para a via de coprecipitagao, quais sejam: (i)
a acidez inicial da mistura das solucbes reagentes de MnCl,-FeCl; — isto é, a prevencdo da
hidrélise e indisponibilizagdo de FeCl; antes da adigdo da base (HCl a 3% p/p, ou outro
acido); (ii) composi¢ado inicial da mistura —isto &, a razao molar dos cations (Xo) -> Xo = 0,33 -
> [Xo = Mn®*/Mn*"+ Fe*'] ou sua propor¢do em massa (2 MnCl, : 1 FeCls); (iii) a composicdo e
a alcalinidade da base adicionada a mistura (metilamina - CH3NH,, hidroxido de sédio —
NaOH, amoénia — NHjs, entre outros); (iv) a técnica de mistura — isto é, a adicdo da totalidade
da base a mistura o mais rapido o possivel (10 segundos, aproximadamente), e misturando-a
de forma vigorosa e rdpida. Ainda, os mesmos autores comprovaram que a aplicacao de
campo magnético durante a sintese poderia direcionar o plano de crescimento da fase

cristalina, dando origem a ferrita na forma de bastdo (TOURINHO et al, 1989). Ademais,

SOUSA et al (2001) adicionam que a sintese de espinélios magnéticos na temperatura a

1009C também seria critica. Igualmente, VASYLKIV et al (2016) descrevem que a ocorréncia

de 6xido de ferro com a forma de bastdo implicaria um crescimento anisotrépico, a partir de
fase precursora e preferencialmente no plano perpendicular ao plano (010), por
transformacdo topotatica. Portanto, o viés em qualquer desses pontos criticos de controle

poderd ser reputado como causalidade do artefato morfoldgico aqui relatado.
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Figura 41. Morfologia esperada de nanoparticulas de ferrita (MFe,0,) sintetizadas por
coprecipitacdo. (A) Morfologia de bastdo de CoFe,0, e MnFe,0, submetidas a campo magnético
durante a sintese por coprecipitacdo. (B) Morfologia esférica de CoFe,0, e MnFe,0, sintetizadas por
coprecipitacdo. (C) Morfologia esférica de MnFe,0, sintetizada por coprecipitacdo. Fontes:
TOURINHO et al (1989), TOURINHO et al (1990) e NUNES et al (2014).

Por outro lado, as demais caracteristicas guardaram coeréncia com aquelas
encontradas nas referéncias ja citadas.

6.1.1.1. MnFe,0,Cp

As nanoparticulas sem cobertura (MnFe,04Cp) foram peptizadas apds sua precipitacao
e lavagem, e a adicao de 4cido nitrico (HNOs) tornou a solugdo acida e estavel, por que os
contra-ions sdo pouco ou nem um pouco polarizantes e nao floculantes (NO3); a
acidificacdo também tornou a superficie das particulas positivamente carregadas, por causa
da adsorc¢3o de ions (H" ou H30%); a densidade da carga superficial poderia ter atingido até
0,2 C/m? como a rotacdo Browniana é o processo cinético dominante em nanofluidos, a
carga superficial eletrostaticamente repulsiva nessa densidade teria superado as atracdes
magnéticas e de Van der Waals entre as particulas e teria garantido a estabilidade coloidal;
como nao houve funcionalizacdo, a superficie particulada permaneceu diprética (anfotérica),
isto é, a estabilidade eletrostatica do coloide permaneceu sensivel a reacdes do tipo acido-
base, cuja carga superficial dependeu diretamente do pH e do equilibrio quimico na

interface das fases (TOURINHO et al, 1989; TOURINHO et al, 1990; SOUSA et al, 2001).

Ainda, segundo BRONZE-UHLE et al (2017), YU et al (2016), BARBOSA et al (2010),

YANG et al (2009) e BOHME & SCHELER (2007), a albumina sérica bovina: é altamente

hidrossoluvel; tem carga que varia com o pH, em fun¢do da conformacdo e quantidade de
grupos expostos de seus aminodcidos (§ = -12,5 mV, se pH = 7, e continua eletronegativa, se
pH > 5,4); apresenta reducdo da repulsdo das intera¢des proteina-proteina e a formacdo de

dimeros somente perto de seu ponto isolelétrico (pH 5,4) e a altas concentracdes (=50

108


https://link.springer.com/chapter/10.1007%2FBFb0116198
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00587682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4099104/pdf/ijn-9-3299.pdf
https://link.springer.com/chapter/10.1007%2FBFb0116198
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00587682
https://www.researchgate.net/profile/Marcelo_Sousa5/publication/280901692_New_electric_double-layered_magnetic_fluids_based_on_copper_nickel_and_zinc_ferrite_nanostructures/links/55f95d8c08aec948c4913419/New-electric-double-layered-magnetic-fluids-based-on-copper-nickel-and-zinc-ferrite-nanostructures.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5207451/pdf/nsa-10-011.pdf
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/nr/c6nr01732k
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2800971/pdf/main.pdf
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jp904004w
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000926140601894X

mg/mL); interage eletrostaticamente e liga-se ndo-covalentemente a uma gama de
moléculas (in)organicas; possui estrutura tridimensional globular (66 kDa) homdloga a da
albumina sérica humana; mantém sua conformagdo em pH entre 4 e 9; tem pequeno
didmetro hidrodinamico (Dy = 8-9 nm, se pH = 7). Portanto, sdo coerentes os valores
positivos do potencial zeta mensurados no Zetasizer, tanto em agua molecular (§-H,0 = 47 +
1 mV; pH =5,7), o qual indica a estabilidade coloidal da dispersdo estoque (como sintetizada
e custodiada), quanto em solugdo de albumina, a qual reduziu a carga (§-BSA =32 £ 0 mV; pH
= 7; A = 15 mV), mas ainda o manteve dentro da faixa de estabilidade coloidal. Também é
coerente o diametro hidrodindmico na presenca de albumina em relagdo a sua auséncia
(DyBSA = 100 + 1; pH = 7; Apy = 19,57 nm), e em ambos os dispersantes os coloides
demonstraram-se monodispersos. Também, 50% das nanoparticulas dispersas em agua
ultrapura e rastreadas individualmente tiveram didmetro inferior a 90,9 nm, medida préxima
do diametro hidrodinamico médio (DyH,0 = 80 + 0 nm). E a adsorgao da albumina foi
comprovada pela reducdo da carga superficial e pelo aumento do didmetro hidrodinamico.
Apesar disso, a posterior redispersao em meio de cultivo celular desequilibrou o coloide,
cuja prova de fato foi demonstrada pela difusa aglomeracdo de particulas (Figura 40), para
um didmetro aquém do limite de confiabilidade do Zetasizer (D4LHC9 = 2.434,6 nm; PDI-

LHC9 = 0,687).

6.1.1.2. MnFe,0,CpCit

Por outro lado, as nanoparticulas com cobertura de citrato (MnFe,04CpCit) ndo teriam
apresentado padrdes de interacdo com a albumina, tanto em agua molecular (§-H,0 = -46 +
0 mV; pH = 5,7), a qual indica a estabilidade coloidal da dispersdo estoque, quanto em
solucdo de albumina; essa poderia ter competido com as nanoparticulas na afericdo da
mobilidade eletroforética e assim ter implicado na reducao do potencial zeta (¢-BSA=-29+1
mV; pH = 7; A; = 16,7 mV), mas o qual ainda permaneceu perto do limite inferior da faixa de
estabilidade coloidal. Ndo houve alteracdo do didmetro hidrodinamico na presenca de
albumina em relagdo a sua auséncia (DyBSA = 47 + 1; pH = 7; Apy = 0 nm), apesar de que em
ambos os dispersantes os coloides demonstraram-se monodispersos. Também, apenas 10%
das particulas dispersas em agua ultrapura e rastreadas individualmente tiveram diametro
inferior a 45,9 nm, medida prdoxima do diametro hidrodindmico médio (DyH,O = 47 + 0 nm).

E a posterior redispersao em meio de cultivo celular também causou o mesmo desequilibrio
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do nanomaterial (Figura 40), mesmo na monodispersdo (DyLHC9 = 1.028,6 nm; PDI-LHC9 =

0,248).

6.1.1.3. MnFe,0,CpDmsa

Igualmente, as nanoparticulas com cobertura de dcido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(MnFe,04CpDmsa) também ndo teriam apresentado padrdes de interacdo com a albumina,
tanto em agua molecular (§-H,0 =-50 £+ 1 mV; pH = 5,7), a qual indica a estabilidade coloidal
da dispersdo estoque, quanto em solucdo de albumina; essa poderia ter competido com as
nanoparticulas na afericdo da mobilidade eletroforética e assim ter implicado na reducdo da
carga (§-BSA =-30 £ 1 mV; pH = 7; A; = 19,3 mV), mas que ainda restou dentro da faixa de
estabilidade coloidal. Ndo houve incremento proporcional do didmetro hidrodindmico na
presenca de albumina em relagdo a sua auséncia (DyBSA =84 + 2; pH = 7; Apy = 5,2 nm), e
em ambos os dispersantes os coloides demonstraram-se monodispersos. E, de acordo com o
verificado para as nanoparticulas sem cobertura, 50% das particulas dispersas em 4agua
ultrapura e rastreadas individualmente tiveram didmetro menor que 88,2 nm, medida
proxima do diametro hidrodinamico médio (DyH,0 = 79 + 6 nm). Na posterior redispersao
em meio de cultivo celular também ocorreu desequilibrio desse nanomaterial (Figura 40),

apesar da monodispersao (DyLHC9 = 2.525 nm; PDI-LHC9 = 0,219).

6.1.2. Nanoparticulas sintetizadas por decomposicdo térmica

No gue tange aos demais nanomateriais, a caracterizacdo comprovou que a morfologia
esférica vista na Figura 22(A) e na Figura 23(A), e obtida por decomposi¢do térmica, estd

coerente com aquela inicialmente descrita por SUN et al (2004) e reproduzida por PARK et a/

(2004) e ZHANG et al (2017), e registradas na Figura 42.

Figura 42. Morfologia espera-
da de nanoparticulas de ferrita
(MFe,0,) sintetizadas  por
decomposicdo térmica. (A) e
(B) Morfologia esférica
esperada para MnFe,0,
sintetizada por decomposicdo
térmica.

Fontes: SUN et al (2004) e
PARK et al (2004).
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6.1.2.1. MnFe,0,TdCit

Ndo se péde comprovar se as nanoparticulas com cobertura de citrato (MnFe,0,TdCit)
interagiram com a albumina; houve estabilidade coloidal da dispersao estoque analisada em
agua molecular (¢-H,0 = -55 + 1 mV; pH = 5,7); o potencial zeta analisado em solugdo de
albumina diminuiu (§-BSA = -39 + 0 mV; pH = 7; AT = 15,6 mV), mas ainda ficou contido
dentro dos limites de estabilidade; mas ndo se péde diferenciar se esse decréscimo decorreu
da competicdo da albumina com as nanoparticulas na afericdo da mobilidade eletroforética,
ou se houve interacdo com a cobertura, por causa da ampla faixa de didmetro hidrodindamico
e da relativa polidispersdo, na auséncia de albumina (DyH,0 = 155 + 5; pH = 5,7) e em sua
presenca (DyBSA =337 + 28; pH = 7; Apy = 182,63 nm). Apesar disso, a posterior redispersdo
em meio de cultivo celular causou o menor desequilibrio dentre todos os demais
nanomateriais (Figura 40), como se aduz da granulometria macroscépica aparentemente
menor e mais homogénea dos aglomerados depositados sobre as células e a matriz
extracelular (DyLHC9 = 204,8 nm; PDI-LHC9 = 0,352). Ainda mais, apenas 10% das particulas
dispersas em agua ultrapura e rastreadas individualmente tiveram diametro menor que

158,2 nm, medida préxima do didmetro hidrodindmico médio (DyH,O = 155 + 5 nm).

6.1.2.2. MnFe,0,TdDmsa

Também nao se pbéde detectar se as nanoparticulas com cobertura de acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (MnFe,0,TdDmsa) interagiram com a albumina; houve estabilidade
coloidal da dispersao estoque analisada em dgua molecular (§-H,0 =-33 + 0 mV; pH =5,7); o
potencial zeta analisado em solugdo de albumina diminuiu (§-BSA =-22 + 0 mV; pH = 7; AT =
11,2 mV), fora do intervalo de estabilidade; mas ndo se p6éde discorrer se esse decréscimo
decorreu da competicdo da albumina com as nanoparticulas na afericdo da mobilidade
eletroforética, ou se houve interagao com a cobertura, por causa da ampla faixa de diametro
hidrodinamico e da relativa polidispersdao na auséncia de albumina (DyH,O = 467 + 9; pH =
5,7) e em sua presenca (DyBSA = 354 + 11; pH = 7; Apy = 113 nm). Apesar disso, a posterior
redispersdo em meio de cultivo celular também causou desequilibrio (Figura 40), (D4LHC9 =
561,54 nm; PDI-LHC9 = 0,467), mas em menor extensdo do que o nanomaterial contraparte
(MnFe,04CpDmsa). Ainda mais, 50% das particulas dispersas em dagua ultrapura rastreadas
individualmente tiveram diametro menor que 146,3 nm, medida muito distante do diametro

hidrodinamico médio (DyH,0 = 467 £ 9 nm).
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6.1.3. Comportamento no meio de cultivo

No que se remete a vantajosidade da dispersdao prévia do coloide em solugao de
albumina e sua incorporacdo a estratégia de teste in vitro, rememora-se que essa é uma

pratica preconizada pelo protocolo de dispersao do NANOGENOTOX (2013). Conforme parte

do grupo lider que desenvolveu esse protocolo (HARTMANN et al, 2015), a finalidade do

procedimento foi fornecer parametros padronizados e propiciar a comparabilidade de
resultados entre os estudos de genotoxicidade, baseando-se nos pressupostos de que:
adjuvantes de natureza bioldgica sdao preferidos sobre os sintéticos; e a albumina foi capaz
de facilitar a dispersdao de nanotubos de carbono, tanto de parede Unica como de paredes
multiplas, e também reduziu o tamanho de aglomerados para diversos outros nanomateriais
(TiO,, ZnO e Si0,); e para alguns meios de cultivo, a concentragado de fosfato foi fator critico

na dispersabilidade. Ademais, VIPPOLA et al (2009) ja tinham comparado a dispersabilidade

de TiO, (rutila e anatase) e nanotubos de carbono (paredes Unicas ou multiplas) em
adjuvantes, isoladamente ou em combinacdo (BSA — como fonte de proteina; DPPC —
dipalmitoil fosfatidilcolina, como modelo de surfactante pulmonar); a conclusao foi a de que
a adicdo de proteina, sozinha, foi mais efetiva na dispersdo. E a aglomeracdo pode ser
encarada como comportamento natural, esperado e parte de uma avaliacdo realista

(LOUREIRO et al, 2015).

Agora, quanto ao comportamento dos nanomateriais na redispersao em meio de

cultivo (LHC9), PETRI-FINK et al (2008) e MOORE et al (2015) reiteraram que, quando

nanoparticulas fossem introduzidas em meios biolégicos complexos (contendo eletrélitos e
macromoléculas orgéanicas), uma série de forcas anteriormente coexistindo passariam a
interagir em desequilibrio (Figura 43). Via de regra, ocorreria a formacao de aglomerados de
diversos diametros hidrodinamicos e com densidades efetivas distintas, o que causaria
polidispersdo e afetaria outros parametros de significancia bioldgica e sua reprodutibilidade
experimental (sedimentacdo, dosimetria, internalizacao, toxicidade, cinética, dinamica, etc).
A estabilizacdo eletrostatica (ferrita peptizada e sem cobertura, ou estabilizada com
citrato), concorrentemente a auséncia de fonte de proteinas séricas (que confeririam
protecdo eletrostérica pela formacdo da coroa), seria sensivel a desorc¢ado do estabilizante da
superficie ou a compressao ou supressao da dupla camada eletrénica pelo aumento da forca
ibnica (o efeito de screen dos ions multivalentes poderia ser mais eficiente que os

monovalentes); WANG et al (2017°) reforcam que cétions divalentes proporcionariam maior
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forca i6nica e mais contra-ions para percorrer (screen) a carga superficial, reduziriam
drasticamente o comprimento da distancia de Debye e comprimiriam a dupla camada
eletrénica de forma mais efetiva, além de poderem fomentar a formacdo de pontes entre

particulas (Figura 44). Segundo SZEKERES et al (2013), a tolerdncia de o6xidos de ferro

estabilizados com citrato a forga iGnica seria limitada (=70 mM) e que a presenca de tampao

fosfato (PBS) causaria rapida coagulagao.

a. G:
Van der Waals attractive (vdW) Steric repulsion

b. d.
Electric double layer (EDL) o

8

¥ (d)

8

Stern D/ffuse : .
er ayer M

40

Figura 43. Forcas interagindo entre as nanoparticulas de um coloide. (a) Van der Waals _ atracdo
de curta distancia; entre dipolos transientes ou permanentes decorrentes das ligacGes
interatdmicas. (b) Dupla camada elétrica _ repulsdo de curta distancia; a carga superficial
decorrente da ionizacdo/dissociacdo de grupos ou da adsor¢do de moléculas ou fons carregados é
contraposta pela nuvem prdoxima ions - camada de Stern - e pela nuvem mais distante de ions -
camada difusa -, e quando duas particulas se aproximam, interagdes osmdticas repulsivas as
repelem; mas, o aumento da forga idbnica do meio e a proximidade do ponto isoelétrico comprimem
a dupla camada. (c) Impedimento estérico _ repulsdo de curta distdncia - recuo elastico -, ou de
longa distancia - pressao osmética; moléculas de alto peso podem interagir entre si e causar a
floculagdo por meio de pontes intermoleculares. (d) Modelo estendido de Derjaguin—Landau—
Verwey—Overbeek (X-DLVO) _ além das citadas, outras forgas repulsivas — hidratagdo -, ou atrativas
- hidrofobicidade e dipolos magnéticos - se somam ao modelo). Fonte: MOORE et a/ (2015).

Ainda consoante MOORE et al (2015), a estabilizacdo estérica seria uma estratégia

melhor, menos dependente da forga idnica, e se a macromécula fosse adsorvida e nao
ligada covalentemente a superficie, ainda assim seria suscetivel de desestabilizacdo, pois
poderia ser competitivamente desorvida da superficie; mas se fosse ligada

covalentemente, a estabilidade seria maior, mas, mesmo assim, macromoléculas de alto
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peso molecular poderiam interagir entre si e causar a floculagdo por meio de pontes

intermoleculares.

I s !:lgura 44. Outros fa'f(?res
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@ g....’ =0 & ozooo p g. )
= o o°° para a estabilidade.
5 Fonte: WANG et al (2017%).
Hydration layers MNPs Stability

A estabilizacao eletrostérica (BSA e acido meso-2,3-dimercaptosuccinico) seria mais
efetiva, mas nem por isso insuscetivel de screen ou de desor¢cdo competitiva. Tanto que

CHEN et al (2008) demonstraram a formacao de ligagcdes cruzadas intermoleculares por meio

de pontes disulfeto, o que ajudaria a estabilizar o éxido de ferro. Mas RUIZ et al (2014)

revisaram que, apesar da adicdo de coberturas a éxidos metdlicos na pretensao de se alterar
seu ponto isolétrico e dota-los de potencial eletrocinético suficiente em condi¢des
fisioldgicas (pH = 7), a sintese por coprecipitacdo implicaria no enxerto de moléculas de
Dmsa a superficie particulada (Figura 45), e isso disponibilizaria grupos para a reacdo
cruzada entre coberturas de particulas distintas e grupos hidrossolluveis; a sintese por
decomposicdao térmica implicaria em reac¢des de troca entre oleato e Dmsa, com ligacao
cruzada (pontes disulfeto) laterais entre moléculas da mesma cobertura, disponibilizando
apenas grupos para interacdo com o meio; ja o citrato, esse apenas disponibilizaria acido

carboxilico, tendo mecanismo meramente eletrostatico.

Coprecipitation Thermal decomposition
Citric acid
0! H
0] 0
H OH
OH
Dimercaptosuccinic acid
0 SH
H

, Ho' 0

2 oo, SH O

Figura 45. Moléculas de acido citrico (Cit) e de acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (Dmsa) e
nanoparticulas de oéxido de ferro sintetizadas por coprecipitagdo ou decomposicdo térmica e
posteriormente estabilizadas com Dmsa. A modificagdo ocorre por enxerto (esquerda) ou por reagdo
de troca de ligantes (direita). Fonte: RUIZ et al (2014).
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Complemente-se que MEDDA et al (2015) indicaram que a mobilidade da albumina

sérica bovina em condi¢Oes fisioldgicas dependeria dos ions presentes na solug¢do. Para
anions, ambos os principios da polarizacdo (forca de dispersdo idnica) e da afinidade pela
agua (hidratagdo; ions cosmotrépicos ou ordenadores = fortemente hidratados e pouco
polarizantes; ions caotrépicos ou desordenadores = fracamente hidratados e muito
polarizantes) atuariam conjuntamente e na mesma direcdao. Desta forma, os grupos
proteicos carregados positivamente se comportariam como caotropos e interagiriam
preferencialmente com anions caotrépicos e altamente polarizados, aumentando a repulsdao
e a hidrosolubilidade; com os cations, os principios atuariam em dire¢Ges contrarias. Assim,
em pH acima do ponto isoelétrico, os anions (coions) continuariam sendo adsorvidos na
superficie proteica, negativamente carregada, a uma extensdo maior do que os cdtions

(contra-ions). GALHARDO (2009) sumariza ions e seus efeitos em proteinas (Figura 46).

Holmelster saries

Figura 46. Série Hof-
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Salting out (aggregate) Salting in (solubilize) n

4 Protein denaturation T Protein denaturation degradé vermelho

T Protein stabiity L Protein stability
Fonte: GALHARDO
(2009).
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E, suplemente-se que o meio de cultivo celular empregado (LHC9) é desprovido de
fonte proteica (exceto tracos de hormoénios ou antibidticos); os sais prevalentes sdo NaCl,
MgCl, e CaCl,; os tampdes sdo bicarbonato de sédio (NaHCO3) e HEPES (CgH1gN,04S); e a
solubilizacdo desses sais libera ions e aumenta a forca i6bnica no meio (Figura 47). Destaque-
se que o meio LHC basal (que entra na composicao final) é uma modificagdo do meio MCDB
151 — a concentracdo de aminoacidos é duplicada, a concentracdo de CaCl, é aumentada e a

osmolaridade é reduzida (LECHNER & LaVECK, 1985).
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LHC-9 MEDIUM® MODIFICATIONS OF MCDR 151 STOCKS FOR
LHC BASAL MEDIUM

Concentration -

Component® Amount (ml} in Medium Concentrations Concentrations
MCDB 151 Stock in MCDB 151 in LHC basal
LHC basal medium 500.00 & B o
Stock 47 5.00 Stock 1
& K 11¢ . -50 Arginine - HCl 1.0 mM 2.0 mM
Stock 0.50 , Histidine + HCI + H,0 80.0 M 160.0 pM
Calcium stock 0.35 0.11 mM Isoleucine allo-free 15.0 pM 30.0 pM
Insulin stock 1.25 0.87 pM; 5 ug/ml Leucine 0.5 mM 1.0 mM
HC stock 0.01 0.2 pM; 0.72 ug/ml Lysine - HCI 0.1 m¥ 0.2 mM
EGF stock 0.50 0.825 nM: 5 ng/ml Methionine 30.0 pM 60.0 pM
TF stock 1.00 0.125 uM: 10 pg/ml Phenylalanine 30.0 v 60.0 pM
P/E stock 2.50 0.5 uM of P & E, each Threonine 0.1 mM 0.2 mM
Epi stock 0.25 2.7 pM; 0.5 pgiml Tryptophane 15.0 M 30.0 u:;
RA stock* 0.05 0.33 nM; 0.1 pg/ml ) g 158 0N 0
& - . Valine 0.3 m¥ 0.6 mM
Ty stock 0.05 10 nM: 6.5 ng/ml Choline 0.1 mM 0.2 mM
Trace elements solution 5.00 see Table 4 Sarine 0.6 mM 1.2 mM
Gentamycin@ 0.50 50.0 wg/ml NaCl 130.0 mM 104.0 mM
BPE/ 2.50 35.0 pg/ml: 0.5% HEPES 28.0 mM 22.0 mM
Sodium bicarbonate 14.0 mM 11.9 mM
SOLUTIONS
Stock
(Concentration) Component Co.; Cat # Amount
LHC basal LHC hasal medium 13: Special 500.0 ml
unlo'l‘
Stock 4 FesO, - TH,0 2: I-116 0.12 ¢
MgCl, + 6H,0 2; M-87 12.200 ¢
CaCly * 2H,;0 2; C-79 0.441 ¢
HCI icones) 2: AA-11 0.5 mi
H,0 (culture grade) o 1.0 liter
Stock 11 ZnS0y * TH,0 2: 7-68 0.863 ¢
H,0 (culture grade) to 1.0 liter
Calcium stock CaCl, (anhydrous) 2: C1?7 1.29 ¢
{116 mM) Hy0 (culture grade} 100.0 ml

Figura 47. Composicdo do meio de cultivo LHC9. Fonte: LECHNER & LaVECK (1985).

Portanto, tém-se as hipbteses de que poderiamos ter presenciado os seguintes
eventos em nossos experimentos in vitro: (1) MnFe,04Cp inicialmente teria adsorvido
albumina sérica bovina em sua superficie, mas, apds a redispersao em meio de cultivo, o
mecanismo eletrostérico poderia ter padecido de desorcdao competitiva, com posterior
filtragem (screen) e interagdo com anions de menor raio idnico hidratado (CI, SO4* e HCO3),
e, finalmente, a predominancia de forcas atrativas hidrofébicas e de van der Waals; ou
poderia ter ocorrido a interacdo predominante dos sitios proteicos com ions cosmotrdpicos
altamente hidratados e que reduziriam sua solubilidade; (2) MnFe,04CpCit ndo teria
adsorvido albumina e a carga negativa teria sido contrabalanceada pelos ions Na®, Ca** e
Mg2+, com supressdao ou compressao da dupla camada e predominancia de forgas atrativas;
(3) MnFe,0,CpDmsa ndo teria adsorvido albumina, a carga negativa teria sido neutralizada,

da mesma forma que teria ocorrido com o citrato, sem prejuizo da eventual formacdo de
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ligagGes cruzadas (pontes de sulfeto) entre as coberturas de diferentes particulas ou da
predominancia de forgas atrativas; (iv) MnFe204TdCit e MnFe204TdDmsa teriam tido
comportamento aparentemente dessemelhante, mas isso nao afastaria a possibilidade da
coexisténcia dos outros fatores citados nos respectivos nanomateriais contrapartes, mas em
ordem ou magnitude distintas, de sorte que a relativa estabilidade na presenca de meio de
cultivo seria potencialmente atribuivel ao tratamento prévio com albumina.

Por fim, uma inferéncia explanatéria da diferenca de comportamento no meio de
cultivo entre os nanomateriais sintetizados por diferentes vias poderia ser a caracteristica
fisica distintiva — a morfologia.

Enquanto as nanoparticulas esféricas (isotrdpicas) teriam permitido uma melhor
interacdo com a albumina, aquelas em bastdo (anisotrépicas), ndo, de modo que poderia ter
havido preclusdo do beneficio trazido pela adicdo de albumina. E isso poderia ser
aditivamente explicado pela interferéncia dessa morfologia quanto a densidade de ligacao
das coberturas na superficie particulada (isto é, quanto a eficiéncia da estabilizacdo) e a
disponibilidade de sitios superficiais ndo ligados aos agentes estabilizadores ou da exposicao
de grupos funcionais dessas moléculas ao meio de cultivo (maiores hidratacdo, permeacao

de ions, etc). E isso é reiterado por NEAGU et a/ (2017), NGUYEN & LEE (2017) e DOANE et al

(2012), que declaram que a interpretacdo da interacdo nanomaterial-meio biolégico deverd
sempre considerar as propriedades fisicas e quimicas das duas fases, pois a formacdo e a
composicdao da coroa s3ao diretamente afetadas pelas caracteristicas constitutivas do
nanomaterial (tamanho, forma, curvatura e carga da superficie, solubilidade, a presenca de
agentes funcionalizantes, eficiéncia da cobertura) e do meio (componentes, temperatura,
pH, tempo de residéncia).

E, como anteriormente mostrado nos resultados da anadlise estatistica dos ensaios
bioldgicos, houve uma marcada interacdo entre a via de sintese, a cobertura e a viabilidade
celular, de relevancia tanto estatistica quanto bioldgica; mas a qual ndo se refletiu
simetricamente nos parametros genotodxicos, devido tanto a distingdo de mecanismos de
toxicidade quanto ao modelamento dos demais fatores do tratamento (os ensaios de
genotoxicidade tiveram seus fatores “Concentracao” e “Tempo” delimitados pela viabilidade

celular).
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6.2. Ensaios biologicos com os nanomateriais

A inteligéncia consolidada e disponibilizada no PubMed referente a toxicidade de
ferrita de manganés (MnFe,0,4) estd resumida nas Tabelas 10 a 12. Como se pode notar do
compilado, o conhecimento a respeito dessa classe de nanomateriais ainda é limitado, e, por
causa da ampla dissonadncia (entre as vias de sintese, as formas de apresentacdo, as
linhagens celulares, os regimes de tratamento, os protocolos experimentais, e demais outros
inumeros fatores, explicitos e implicitos), as informacdes demonstradas apenas repercutem
como analise qualitativa e balizadora de discussao, sendo descabida qualquer pretensao de
comparac¢ao mais formal ou direta (Tabela 10). Ainda, sdo mais raros os artigos em modelos
in vivo (Tabela 11). Ademais, inexiste anterioridade referencial in vitro sobre os efeitos
genotodxicos carboxilato de ferrita de manganés, comparativamente, de sorte que se remete
a modelo (Fes0,) ja testado e comercializado para fins biomédicos analogos (Tabela 12).

E, na intencdo de se manter a integridade da linearidade légica anteriormente tracada
nas analises fatoriais, tal baliza sera a guisa dos fatores explicadores dos resultados
anteriormente citados.

Os dados fatorados no ensaio de viabilidade celular reiteram fatos paradigmaticos: a
concentracdo e o tempo (elementos do regime de tratamento) estdo sempre contidos em
delineamentos experimentais mais complexos e reflexos da realidade que se intenta

compreender. Revisitando Paracelsus, GRANDJEAN (2016) reescreve implicitamente sua

maxima, para adotar uma abordagem holistica, segundo a qual apenas a dose (ou
concentracdo) ndo faz o veneno. De fato, os fatores delineados podem operar e cooperar na
mesma direcdo deletéria (toxicologicamente relevante), de modo a abarcar uma composicao
ndo apenas monofatorial — “dose-resposta”, “tempo-resposta” -, mas, também,
“dose(e)tempo-resposta”, e por ai vai. E isso conforma a explicagcdo dos achados bioldgicos.
Quando considerado apenas o fator “Concentragao”, o efeito bioldgico foi significativo
apenas naquelas muito altas (179 e 256 pg.mL’), e para os seguintes materiais: MnFe,04-
CpDmsa, MnFe,0;-TdCit e Dmsa. E, quando esse fator foi relevante, o fator “Tempo”
também o foi, especialmente apds 24 horas de exposicdo, em comparag¢ao com 6 horas, mas
nao com 48 horas. E, ambos os fatores também interagiram (“Concentragao e Tempo”), isto
é, operaram na mesma direcdo: para MnFe,0,;-TdCit e Dmsa a interacdo foi estatistica e
biologicamente relevante, e para MnFe,0,-CpDmsa foi biologicamente relevante, mas, em

todos os casos, apenas para aquela(s) maior(es) concentracdes, de modo que nas menores
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(< 179 pg.mL), tanto os fatores “Concentracdo” e “Tempo” quanto sua interacdo foram
irrelevantes e ndo afetaram a viabilidade. Por outro lado, para MnFe,0,-TdDmsa, apenas a
interacdo foi relevante e sé para a maior concentracdo, indicando que, apesar dos fatores
serem individualmente irrelevantes, eles interagiram na maior concentragao, e apenas nela.

E esses achados também sdo coerentes com a andlise multifatorial. Se: (i) o fator
“Cobertura”, considerado de forma apartada, também foi relevante; (ii) o fator “Sintese”
nao foi importante; e (iii) o efeito biolégico foi importante para nanomateriais totalmente
contrapostos [MnFe,04-CpDmsa (x) MnFe,0,4-TdCit] —; logo, fica evidente que essa situacdo
s6 poderia ser explicada pela interagao significativa da via de sintese com os demais fatores.
Decerto, o fator “Cobertura” foi importante para ambas as vias (coprecipitacdo e
decomposicdo térmica), e o fator “Sintese” interagiu, concomitantemente, com todos os
demais na reducdo da viabilidade celular.

Considerando-se todos os pontos acima colocados, é evidenciada a importancia de um
mecanismo (ou mecanismos) de acdo que evoluiu com a temporalidade e a dosimetria, e
que concatenou a interacdo de todos os fatores experimentais. Ainda, é oportuno se trazer

que LISON et al (2014) relembram a necessidade de se conceituar corretamente a

concentracdo como sendo aquela biologicamente associada ao efeito estudado e a qual se
remeta aquela biologicamente efetiva, seja intracelularmente (biodisponivel, agindo via
mecanismos primarios e diretos), seja extracelularmente (indisponivel, mas agindo por
mecanismos primdrios indiretos). Desta feita, faz-se necessario evoluir a discussdo para
elencar possiveis mecanismos de acdo sobre a viabilidade celular (e sobre a genotoxicidade).

Em primeiro lugar, trata-se dos possiveis mecanismos indiretos. CASEY et al (2008)

demonstraram que dois tipos de nanotubos de carbono de paredes Unicas foram capazes de
sequestrar, por adsorcao, nutrientes essenciais do meio para as células A549, causando a
reducdo da proliferacdo celular, de forma diretamente relacionada a area superficial do
nanomaterial. Ainda, a desestabilizacdo do coloide em meio de cultivo sem adicdo de soro
(LHC9) e a massiva aglomeracdo das nanoparticulas é um fenémeno amplamente conhecido

(SKULAND et al, 2014) e diretamente dependente da area de superficie. Ademais, DeLOID et

al (2014) demonstram que, quando um nanomaterial é adicionado a meio de cultivo,
formam-se aglomerados que aprisionam grandes quantidades de meio (intra-aglomerado;
Figura 48). Igualmente, a literatura também referencia que a ferrita de manganés é usada

em remediacdo ambiental, para a remocdo de varios elementos quimicos em meio aquoso,
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por adsorcdo superficial (HU et al, 2017). E, pela massiva aglomeracdo demonstrada nas

imagens tiradas das células binucleadas no teste do micronucleo (Figura 40) e nos dados do
didametro hidrodinamico no meio de cultivo (Tabela 3), e, num cenério de evolu¢do temporal
(fator “Tempo”) e de sobrecarga de nanomaterial (fator “Concentragao”), esses substratos
poderiam ser sequestrados em momento de franca atividade celular (trafego intracelular de
aglomerados, digestdo em endossomos e lisossomos, destinacdo intracelular dos ions
liberados, reparacdo de danos a proteinas e acidos nucleicos, entre outros). Some-se a isso
gue a massiva deposicdo dos aglomerados sobre as células componentes de cultivo celular
nao tridimensional poderia bloquear fisica e quimicamente os mecanismos de internalizagdo
de nutrientes (bloqueio estérico de canais, sequestro eletrostatico e osmético de ions, etc),

conduzindo a desnutricdo ou ao estadiamento celular ndo proliferativo.
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Também, ha que se considerar que, diferentemente do que se conhece e se espera da

anatase (Di BUCCHIANICO et al, 2016), a ferrita de manganés ndo apresenta evidéncia de

qgualquer atividade intrinseca eletroquimica ou fotocatalitica, propriedades necessarias para
a ocorréncia de reac¢Oes de reducdo do oxigénio ou de rea¢des de evolucdo do oxigénio (ou
outras), que produzam espécies reativas e que sejam fator de confundimento em ensaios de

viabilidade ou de genotoxicidade (KIRKLAND et al, 2007); isto é, isoladamente, o espinélio de

manganés seria eletricamente inativo, porque os baixos potenciais de valéncia na borda das
bandas reduziria o desempenho da conversdo fotoelétrica e, por causa disso, esse

nanomaterial geralmente teria suas propriedades concorrendo aditiva ou sinergicamente
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com as de outros nanomateriais, na forma de nanoestruturas conjugadas ou compostas,

como o nitreto de carbono grafitico (WANG et al, 2017). Identicamente, ndo apresenta

hidrosolubilidade ou libera ions metalicos ativos e reconhecidamente genotdxicos ou com
valéncia ou especiagdo necessdrias para a ocorréncia de reagles tipo Fenton ou para
mobilizagcdo transmembrana por mecanismos passivos; ou seja, ndo é andloga ao 6xido de

zinco, que prontamente se dissolve na presenca de fosfato (HERRMANN et al, 2014).

Quanto aos potenciais mecanismos diretos de toxicidade, a biodisponibilidade foi
comprovada pela internalizacdo (Figura 24); todos os nanomateriais estariam residindo no
compartimento intracelular em todos os pontos temporais estudados. Assim, tornar-se-ia
defensdvel se postular a primazia de um componente cinético. A exposicdo excessiva a
aglomerados extensivos (fator “Concentracao”), acrescida da influéncia cronolégica (fator
“Tempo”), indicaria a reducdo da viabilidade para as maiores concentracoes
majoritariamente apds 24 horas de tratamento, com tendéncia de estagnacdo e ndo reducao
significativa apds 48 horas, exceto para MnFe,04TdCit (na maior concentracdo). Portanto,
indicariam uma possivel sobrecarga e uma saturacdo dos mecanismos de endocitose,
representada pela interacdo desses fatores nas maiores concentracdes. Dai a possivel
aplicabilidade, por analogia, do paradigma da toxicidade por sobrecarga de particulas

(DUFFIN et al, 2007) e de satura¢do em altas concentrag¢des (WITTMAACK et al, 2012), a qual

n3o pode ser previamente descartada (GUERARD et al, 2015).

Segundo WILHELM et al (2002), maguemita sintetizada por coprecipitacdo e

funcionalizada com Dmsa (esférica e potencial zeta negativo) teve internalizacdo bifasica
(ligacdo com a membrana celular, por adsorcdo inespecifica, e internalizacdo, por endocitose
pela via da clatrina), para células Hela e RAW264.7 cultivadas com soro; a partir das
premissas de que certa linhagem teria capacidades finitas de internalizagdo, ja que a
endocitose consumiria parte da membrana a ser recomposta, comprovaram que a
internalizacdo seria delimitada pela saturacdo dos locais de ligacdo a membrana; cada local
seria catidonico e associado a um grande aglomerado de nanoparticulas (cluster) e seria
delimitado pela repulsdo dos sitios eletronegativos circunjacentes; por fim, concluiram que o
fator critico seria a carga, e ndo a natureza da cobertura, ja que ndao houve diferenca se a
eletronegatividade superficial tenha sido dotada por Dmsa ou por citrato. Lembra-se que a

endocitose é um processo ativo e consome energia (SINGH et al, 2009).
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Uma vez internalizados os aglomerados, torna-se plausivel a dissolucdo dos
nanomateriais em meio acidico caracteristico dos endossomos tardios e lisossomos, ja que
sua instabilidade nessa situacdo é conhecida para os dxidos de ferro sintetizados pelas duas

vias (coprecipitacdo — TOURINHO et al, 1990; decomposi¢do térmica — MAZUEL et al, 2016).

E, tendo em vista a possivel saturacdo da internalizacdo apds 24 horas de exposicdo, sua
redugao poderia estar sendo compensada pela progressao da dissociagao, o que explicaria a
manutencado do nivel de reducdo da viabilidade apds 48 horas. E, como ja revisado, um dos
principais mecanismos de toxicidade dessa classe de nanomateriais é, exatamente, a agao

desses ions liberados no compartimento intracelular (SINGH et al, 2010; MAGDOLENOVA et

al, 2014; GOLBAMAKI et al, 2015)

J4 o fator “Cobertura” foi relevante por causa da sua contribuicdo para ambas as vias
de sintese, mas deve ser analisado em conjunc¢do com o fator “Sintese” e a interacdo desse

com os demais fatores (ZHU et al, 2012). Como discutido na se¢do anterior a respeito da

caracterizacdo e do comportamento dos nanomateriais no meio, a capacidade e a densidade
das coberturas, associadas a morfologia e a capacidade de interagdo com a albumina sérica
bovina, poderiam explicar a interacdo dos fatores e os resultados bioldgicos obtidos.

Agora se adentra na discussdo dos resultados do ensaio do cometa (dano do acido
desoxirribonucleico). O pouco que se pode acrescentar ao ja discutido, no que couber, é
pontual. O fator “Concentra¢ao” foi significativo apenas para dois nanomateriais:
MnFe;0,Cp e MnFe,0,TdDmsa; mas, nos dois casos, houve também a ascendéncia do fator
“Experimento”, essencialmente para as concentracdes que foram estatisticamente
significativas (256 pug.mL e 204,8 ug.mL’); desse modo, os achados ndo foram conclusivos,
uma vez que ndo se pdde discernir se se tratariam de variacdes associadas unicamente a
reprodutibilidade ou se seriam, genuinamente, relativas ao cultivo celular; e, mesmo que se
desconsiderassem esses fatos, para ambos os nanomateriais o achado foi positivo apenas
para o primeiro tempo de tratamento; e, como ndo se repetiu no percorrer da exposicao,
careceria de qualquer significancia biolégica, até porque os danos moleculares teriam sido
efetivamente reparados e ndo se refletiram no aumento significativo da frequéncia de
aneugénese ou clastogénese cromossémica no teste do micronucleo. A Unica outra
concentracdo estatisticamente significativa (MnFe,04Cp — 102,4 pug.mL’) representou dano
inferior ao observado para 6 horas de tratamento, o que também perfez achado sem

relevancia bioldgica.
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O Uunico resultado importante, do ponto de vista biolégico, foi a repercussao
consistente do fator “Tempo” para ambos os nanomateriais cobertos com citrato
(MnFe,04CpCit e MnFe,04TdCit), e para todas as concentracbes, indicando um efeito
sustentado, mesmo que sem relevancia estatistica no regime de tratamento empregado. E
isso foi consistente e coerente com o resultado da analise multifatorial, que apontou que:
apenas o fator “Tempo”, isoladamente, foi relevante; que sua interagao foi importante
juntamente com o fator “Cobertura”, apenas reiterando que o tempo foi relevante apenas
para os nanomateriais cobertos com citrato; e o fator “Concentragao” e sua interacdo com a
cobertura de Dmsa sofreu das mesmas limitagGes quanto a repeti¢cdo experimental.

E a analise de qualidade da replicacdo experimental detectou que, apesar dela ndo ter
sido realizada em conformidade com o esperado estatisticamente para o tratamento por 6
horas com MnFe,0,TdCit, esse achado ndo contribuiu suficientemente para a deteccdo de
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o respectivo controle
negativo, e sequer teve qualquer relevancia biolégica.

No que se refere ao teste do microntcleo, ndo ha o que se rediscutir, postas todas as
hipdteses levantadas anteriormente na discussdo do ensaio do cometa. O prdéprio
delineamento experimental ja precluiu a ocorréncia de mecanismo secundario de acao
(monocultivo de uma linhagem celular, sem cocultura com linhagem celular da via
inflamatdria). E foram fornecidas as referéncias de inocorréncia de efeito primdrio indireto e
a prova de internalizacdo das nanoparticulas antes da adi¢do de citocalasina-B (6 horas de
tratamento; Figura 24), sustentando assim a auséncia de efeito genotdxico estrutural ou
numérico importantes (clastogenia ou aneuploidia). Mas destaque-se que o efeito
citostatico observado para MnFe,04,CpDmsa e MnFe,04TdCit, nas maiores concentracoes,
também foi estritamente coerente com os resultados de reducao da viabilidade celular pela
guantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina, fato também postulador de possivel
mecanismo indireto de citotoxicidade.

Por fim, os resultados obtidos de redugdo de até 77% da viabilidade pelo ensaio
luminométrico e os fatores envolvidos guarda relativa e aparente semelhanca de magnitude
com algumas linhagens celulares e formas de apresentacdo de ferrita de manganés
referenciadas na literatura (Tabela 10). O mesmo se nota para o potencial de
micronucleagdo (Tabela 12). Por outro lado, no que se refere ao ensaio do cometa, as

nanoparticulas de ferrita de manganés estudadas teriam causado efeito menor (Tabela 12).

123



Tabela 10. Ensaios de viabilidade celular in vitro em diversas linhagens celulares submetidas a distintos regimes de tratamento, com as respectivas nanoparticulas de ferrita de

manganés (MnFe,0,), e os principais fatores de varia¢do do efeito.

(continua)

Sistema Nano  Regime Resultado Referéncia

Linhagem Sintese Concentragao Tempo Ensaio Apresentagao do nanomaterial Viabilidade Fatores Autor(es)

Hela Sq 25 - 150 pg.mlL- 12 - 24h MTT  MnFe,0,4 + PVP J =20% Concentragdo + Tempo WANG et al (2018)

HepG2 Cp 5-20 pg.mL- 24h MTT  MnFe,04 + A_Cit J =55% Concentragdo SHARMILADEVI et al (2017)
5-20 pg.mL- 24h MTT  MnFe,0, @ SiO, 4 =10% Concentragdo

MDA-MB 231 Td 100 - 1.500 pg.mL- 24 -72h WST-1 MnFe,0,+ Dmsa J =20% Concentragdo + Tempo OH et al (2016)
100 - 1.500 pg.mL- 24 -72h WST-1 MnFe,0,4+ Quitosana J =8,5% Concentracao

471 As-g  20-320 pg.mL- 24-72h MTT  MnFe,0, leo=171  Concentracdo + Tempo KANAGESAN et al (2016)

Hela Td 5-200 pg.mL- 12 - 24h MTT  MnFe,04 + Go 4 =15% Concentragdo YANG et al (2016)

L929 5-200 pg.mL- 12 - 24h MTT  MnFe,0, + Go J =18% Concentragdo

RAW 264.7 Sig 250 - 750 pg.mL- 12h MTT  MnFe,04 + A_Cit + Cm-p5 J =66% Concentragdo LOPEZ-ABARRATEGUI et al (2016)

U-87 MG Td 0,1-20 pg.mL- 24h CITO  MnFe,0,4 (micelas anfifilicas) ™ =10% Tempo DEMILLO et al (2015)

HEK-293 0,1-20 pg.mL- 24h CITO  MnFe,0, (micelas anfifilicas) J =10% Concentragdo

MCF7 Cp 25-250 pg.mL- 24h MTT  MnFe204 + CMC + PINIPAM + PGA + AF = 0% Nenhum PATRA et al (2015)

PC-3 Td 0,1-100 pg.mL- 24h MTT  MnFe,04 + PEG d =25% Concentragdo + Tamanho LEAL et a/ (2015)
0,1-100 pg.mL- 24h LDH MnFe,0, + PEG J = 8% Concentragao + Tamanho

L929 Td 7,8125-500 ug.mL-  24h MTT  MnFe,0,4 J =10% Concentragdo YANG et al (2015)

A549 Td 25-800 pug.mL- 24 - 48h MTT  MnFe,0,4 4 =70% Concentragdo + Tamanho ZHAO et al (2015)

Balb/3T3 Cp 5-100 pg.mL- 24 - 48h MTT  MnFe,0, +A_Cit J =50% Concentracdo + Tempo BELLUSCI et al (2014)
5-100 pg.mL- 72h CFA MnFe,0, + A_Cit Jd =85% Concentracao

HepG2 St 107 - 0,41 pg.mL- 24h MTT  MnFe,04 + GGA J =20% Concentragdo YANG et al (2013)

MCF7 107 -0,41 pg.mL- 24h MTT  MnFe,0, + GGA d =20% Concentragdo

Hela: cancer cervical humano. HepG2: cancer hepatico humano. MDA-MB 231: cancer de mama humano. 4T1: cancer de mama murino. L929: fibroblasto murino. RAW 264.7: macréfago
murino. U-87 MG: glioblastoma primario humano. HEK-293: rim embrionario humano. MCF7: cancer de mama humano. PC-3: cancer de prdstata humano. A549: adenocarcinoma epitelial
alveolar humano. Balb/3T3: fibroblasto murino. Sq: sonoquimica. Cp: coprecipita¢do. Td: decomposi¢do térmica. A s-g: autocombustdo sol-gel. Sig: sigilosa (ndo revelada). St: solvotérmica.
MTT: ensaio do metil tiazolil tetrazélio. WST-1: ensaio do iodo-fenil nitro-fenil tetrazdlio. LDH: ensaio da lactato desidrogenase. CFA: ensaio de formacdo de colonia. PVP: polivinilpirrolidona.
A_Cit: acido citrico. @ SiO,: casca de didxido de silicio. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptosuccinico. Go: éxido de grafeno. Cm-p5: peptideo antifungico. CMC: carboximetilcelulose. PINIPAM:
poli-N-isopropilacrilamida. PGA: 4cido poliglutamico. AF: acido félico. PEG: polietilenoglicol. GGA: dcido galactosilgluconico. { =: reducdo aproximada da viabilidade. I, = concentragdo que
causou uma redugao de 50% da viabilidade em relagdo ao grupo controle negativo normalizado.

Vet


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169433217327459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5593907/
http://iopscience.iop.org/article/10.1088/0957-4484/27/11/115101/meta
http://www.mdpi.com/1420-3049/21/3/312/htm
https://www.researchgate.net/profile/Haili_Shi/publication/281486549_Graphene_oxidemanganese_ferrite_nanohybrids_for_magnetic_resonance_imaging_photothermal_therapy_and_drug_delivery/links/581628cb08aeffbed6c19656/Graphene-oxide-manganese-ferrite-nanohybr
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4984987/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4618671/
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsami.5b01786
http://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleLanding/2015/NR/C4NR05781C#!divAbstract
http://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleLanding/2015/DT/C4DT02425G#!divAbstract
http://pubs.rsc.org/-/content/articlelanding/2015/ra/c5ra11013k/unauth#!divAbstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4000180/
https://www.researchgate.net/profile/Jin_Suck_Suh/publication/258312996_Galactosylated_manganese_ferrite_nanoparticles_for_targeted_MR_imaging_of_asialoglycoprotein_receptor/links/55928acc08ae7921246ef966/Galactosylated-manganese-ferrite-nanoparticles-for

Tabela 10. Ensaios de viabilidade celular in vitro em diversas linhagens celulares submetidas a distintos regimes de tratamento, com as respectivas nanoparticulas de ferrita de

manganés (MnFe,0,), e os principais fatores de varia¢do do efeito. (conclusdo)
Sistema Nano Regime Resultado Referéncia
Linhagem Sintese Concentragao Tempo Ensaio Apresentag¢ao do nanomaterial Viabilidade Fatores Autor(es)
Hela St 5-20 pg.mL- 24h MTT  MnFe,0, @ Si + NH, + Fo + RTIC = 0% Nenhum SAHOO et al (2014)
5-20 pg.mL- 24h MTT  Sem cobertura = 0% Nenhum
L929 5-20 pg.mL- 24h MTT MnFe,0, @ Si + NH, + Fo + RTIC J =10% Nenhum
5-20 pg.mL- 24h MTT  Sem cobertura J =10% Nenhum
BxPC-3 Cp 3,125 - 500 pg.mL- 96h MTT  MnFe,04 + COOH J =15% Concentracdo WANG et al (2013)
RAW?264.7 St 10”7 - 0,41 pg.mL- 24h MTT  MnFe,04 + PS leso = 97 Concentragdo + Carga YANG et al (2012)
107 - 0,41 pg.mlL- 24h MTT  MnFe,0,4 + PS + COOH leso = 108 Concentragdo + Carga
107 - 0,41 pg.mL- 24h MTT MnFe,0, + PS + NH," leso = 13,5 Concentragdo + Carga
MCF-7 Td 0,03125-2 mM Fe 24h WST-8 MnFe,0, + PEG (nanoemuls3o) 4 =10% Concentragdo PENG et al (2012)
PAE/KDR Td 102 - 10" nM Fe 72h WST-8 MnFe,0, + VEGF leso = 50,3 Concentragdo CHO et al (2011)
Hela Td 10-200 pg.mL- 24h MTT  MnFe,0, @ DA J=12% Concentragao HU et a/ (2011)
Hela Td 10-200 pg.mL- 24h MTT  MnFe,0,4 + TEG J =20% Concentragao YANG et al/ (2010)

Hela: cancer cervical humano. L929: fibroblasto murino. BXPC-3: cancer de pancreas. RAW 264.7: macréfago murino. MCF7: cadncer de mama humano. PAE/KDR: endotélio adrtico porcino. St:
solvotérmica. Cp: coprecipitagdo. Td: decomposicdo térmica. MTT: ensaio do metil tiazolil tetrazélio. WST-8: ensaio do iodo-fenil nitro-fenil tetrazélio. @ Si: casca silanizada. NH,: amina. Fo:
folato. RTIC: isotiocianato de rodamina b. PS: polisorbato 80. COOH-: acido carboxilico. PEG: polietilenoglicol. VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. @ DA: casca de dopamina. TEG:
tetraetilenoglicol. | =: redu¢do aproximada da viabilidade. Icsq = concentragdo que causou uma redugdo de 50% da viabilidade em relagdo ao grupo controle negativo normalizado.

Tabela 11. Ensaios de biodistribuicdo e de toxicologia sistémica in vivo em modelo murino tratado com nanoparticulas de ferrita de manganés (MnFe,0,).

Sistema Nanomaterial Regime Resultado Referéncia

Modelo Sintese Via Tempo* Ensaio Apresentacdao do nanomaterial Achados Autor(es)
camundongo Cp Intraperitoneal (140,5-0,0005 M)  1-2d Citogenético MnFe,0, + Cit Hipoploidia LACAVA et al (1999)
camundongo Cp Intraperitoneal (140,5-0,0005 M)  1-2d Citogenético MnFe,0, + Tar Aberracdo cromossOGmica LACAVA et al (1999)
camundongo St Intracaudal (1,100 pL) 7d Histopatologia MnFe,0, @ Si+ NH, + Fo + RTIC Nenhum SAHOO et a/ (2014)
camundongo Cp Intracaudal (1,100 pmol) 21d Histopatologia MnFe,0, + A_Cit Nenhum BELLUSCI et al (2014)

Cp: coprecipitagdo. St: solvotérmica. *: tempo de recuperagdo apos administragdo sistémica no compartimento central (dias). Cit: citrato. Tar: tartarato. @ Si: casca silanizada. NH,:
amina. Fo: folato. RTIC: isotiocianato de rodamina b. A_Cit: acido citrico.
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Tabela 12. Ensaios de genotoxicidade in vivo e in vitro em diversas linhagens celulares submetidas a distintos regimes de tratamento, com as respectivas nanoparticulas
(Fe30,), e os principais fatores de variagao do efeito.

Sistema Nanomaterial Regime Resultado Referéncia
Modelo Sintese Apresentacdo Concentragao Tempo Ensaio Geno Fatores Autor(es)
BEAS-2B S-A Fes;0, 40 - 80 pg.mL- 4h Cometa (+) 80 ug.mL-  =13% DNA Concentragao KAIN et al (2012)
A549 S-A Fes;0, 40 - 80 pg.mL- 4h Cometa (+) 80 pg.mL-  =13% DNA Concentragdo + Tamanho KARLSSON et al (2009)
A549 S-A Fe;0, 2 - 80 pug.mL- 4h Cometa (-) = 13% DNA Nenhum KARLSSON et al (2008)
HEK-293 Cp Fes;0, 10-70 pg.mL- 0,5-1h Cometa (+) 10 pg.mL-  =40% DNA Concentragdo + Tempo GOMAA et al (2013)
HPL 10-70 pg.mL- 0,5-1h Cometa (+) 10 pg.mL-  =15% DNA Concentragdo + Tempo
1929 Cp Fe;0, 100-1000 pug.mL-  24h Cometa (-) = 3% DNA Carga + Tamanho HONG et al (2011)
Fe;0, + TEOS 100-1000 pug.mL-  24h Cometa (-) = 2,5% DNA Carga + Tamanho
Fe;0, + APTMS 100-1000 pg.mL-  24h Cometa (+) 200 pg.mL- =6,5% DNA Carga + Tamanho
Fes0,4 + TEOS + APTMS  100-1000 pg.mL- 24h Cometa (+) 200 pg.mL- =5% DNA Carga + Tamanho
Fe;0, + CIT 100-1000 pg.mL-  24h Cometa (+) 200 pg.mL- =6% DNA Carga + Tamanho
A431 Cp Fe;0, 25-100 pg.mL- 24h Cometa (+) 25 ug.mL-  =10% DNA Concentragao AHAMED et al (2013)
A549 25-100 pg.mL- 24h Cometa (+) 25 pg.mL-  =10% DNA Concentracao
TK6 P-C Fe;0, + AO 0,12 - 75 pg.cm’ 4h Cometa (+) 75 ug.cm'2 = 50% DNA Concentragdo + Cobertura ZUZANA et a/ (2011)
SHE S-A Fe;0, 10-50 p.g.cm'2 24h Cometa (-) = 10% DNA Concentracdo + Tamanho GUICHARD et al (2012)
5-50 ug.cm'2 24h Micronucleo (-) = 3,5% MN Concentragao + Tamanho
A549 S-A Fe;0, 1-100 pg.cm™ 4h Cometa (+) 50 pg.cm™ = 3,5% DNA Concentragio KONCZOL et al (2011)
1-100 ug.cm'2 24h Micronucleo (+) 10 ug.cm'2 = 15% MN Concentragao
MCL-5 L-S Fes0, 1-100 pg.mL- 24h Micronucleo (-) = 1% MN Nenhum SINGH et al (2012)
Fe;0, + DEX 1-100 pg.mL- 24h Microntcleo (-) = 1% MN Nenhum
Camundongo J-C Fe;0, IP:1-3mg 48h Microndcleo (+) 3 mg = 3% MN Concentracao SONG et al (2012)
Camundongo Cp Fe;0, IP: 15-125 mg 30h Microntcleo (-) = 2,5% MN Nenhum CHEN et al (2012)
Camundongo Cp Fe;0, + PA Iv: 3.10" 1-30d* Micronucleo (+) 1d = 6% MN (PCE) Concentracdo + Tempo SADEGHIANI et al (2005)
Iv: 8.10™ 1-30d*  Microntcleo (+)1-15d ~10% MN (PCE) Concentragio + Tempo

BEAS-2B: epitélio bronquial humano. A549: adenocarcinoma epitelial alveolar humano. HEK-293: rim embrionario humano. HPL: linfdcitos periféricos humanos. L929: fibroblasto murino.
A431: carcinoma epidermoide humano. TK6: linfoblastoide humano. SHE: células embriondrias de hamster sirio. MCL-5: linfoblastoide humano. Cp: coprecipitagao. S-A: Sigma-Aldrich. P-C:
PlasmaChem. L-S: Liquids Research. J-C: JEF Chemical. TEOS: tetraetoxisilano. APTMS: 3-aminopropiltrietoxissilano. CIT: citrato. AO: 4cido oleico. DEX: dextran. PA: 4cido poliaspartico. IP:
intraperitoneal. IV: intravenoso (veia caudal). % DNA: intensidade ou % de DNA na cauda. % MN: frequéncia de micronucleagdo. PCE: eritrdcitos policromaticos. *: intervalo de tempo de
recuperag¢do ou pontos temporais de aferi¢do (dias).
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7. CONCLUSAO

Os objetivos especificos foram cumpridos: as caracteristicas essenciais e o
comportamento das nanoparticulas no meio de cultivo celular foram verificadas; todas as
nanoparticulas foram internalizadas pelas células apds 6 horas de exposicdo; e nenhuma
ferrita sintetizada por coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,04-Cp) ou com coberta de
citrato (MnFe,04-CpCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe;04-CpDmsa), e
nenhuma sintetizada por decomposicdo térmica, com coberta de citrato (MnFe,04-TdCit) ou
de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,04-TdDmsa), causou efeito citotdxico ou

genotodxico significativo no tratamento com até 153,6 pg.mL e por até 48 horas.

Esta é a primeira pesquisa a comparar os efeitos genotdxicos in vitro de nanoparticulas
de ferrita de manganés, com o mérito de ter realizado analise fatorial comparativa, a qual
indicou que a citotoxicidade é influenciada pela concentragdo, pelo tempo de tratamento e
pela cobertura das nanoparticulas; ao passo que, em relacdo aos parametros genotoéxicos,
houve uma tendéncia de aumento do dano do acido desoxirribonucleico causado pelas
nanoparticulas cobertas com o citrato, independentemente da via de sintese; também, nao
houve efeito clastogénico ou aneugénico significativo, de modo que a exposicdo aos

nanomateriais testados nao foi fator de risco para micronuclea¢do (dano cromossémico).

Recomenda-se que estudos comparativos futuros sejam conduzidos com: (i)
nanomaterial sintetizado por coprecipitacdo, tendo em vista o melhor custo-beneficio; (ii)
tratamento com a concentracdo mdaxima de 153,6 pg.mL; (iii) periodo de exposicdo
estendido para 48 e 72 horas (no ensaio do cometa) e para 12 e 24 horas (antes da adicdo de
citocalasina B, no teste do micronucleo); (iv) verificacdo de potenciais mecanismos de acdo
(estresse oxidativo e cinética de reacdo com nucleases, e hibridizacado fluorescente in situ),
além de concorrentes ensaios multiparamétricos para citotoxicidade; (v) acompanhamento
do trafego e da transformacdo intracelulares; (vi) dosimetria efetiva; e (vii) especiacdo

guimica, para testar a hipotese de liberacao de ions de metais de transicao e suas valéncias.

Em suma, os nanomateriais apresentam perfil toxicolégico que justifica o
prosseguimento de testes de maior complexidade em outros modelos in vitro
correlacionados a outras vias de exposicao (mononucleares periféricos de sangue humano) e
em modelos animais (para se observar eventual toxicidade sistémica ou por mecanismos

secundarios).
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9. APENDICES

9.1. Sintese dos resultados e dados brutos

Ensaio de viabilidade celular por guantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina

Quadro 3. Sintese dos resultados do ensaio de viabilidade celular por quantificacdo luminométrica do trifosfato de adenosina em monocultivos de linhagem celular de
epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés.

Luminosidade (%)
(média * desvio padrao)

Item N Tempo c" ¢’ (0 mg.mL) 25,6 mg.mL’ 51,2 mg.mL’ 102,4 mg.mL 179,2 mg.mL 256 mg.mL

6 6h 107 + 22 100 + 13 11949 125+7 %" 135+ 4 M 134+7 %% 136 +8 "
x)"Fezo“ "6 24h 123+12" 100 + 17 140+ 19 % 134+9°™ 128+ 14 128 +11 121+12

6  48h 105 + 12 100+ 6 115 + 10 109 +5 107 +3 103 +3 97+6

6 6h 93 +30 100 + 19 99+9 104+9 117 +7 118 +11 119+9
go"c':fzo“ T 6 24h 91+ 25 100+ 9 121+ 30 112 +11 124+ 16 108 + 22 126 + 20

6  48h 99 + 52 100+ 5 108 + 37 122+10°" 122+9 %% 115+9 111+ 10

6  6h 93 +30 100 + 19 100 + 11 98 + 4 102+ 17 107 + 11 113+ 7
%"c?fzo“ T 6 24h 91+ 25 100+ 9 102+ 6 114+ 12 94+21 82+ 50/ 50+8° /N

6  48h 99 + 52 100+5 121+10°%" 118 + 12 112 +5 ™ 83 507/ 26 £3°7/EH

4  6h 101 + 41 100 + 17 113+ 16 108 + 15 110+ 8 113 + 15 113 +5

it 4 24h 97 +33 100 + 4 113+ 16 116 + 10 121+14 112+9 112+7

4 48h 113 + 47 100+ 6 124+13 120 + 10 117 +9 121+ 15 116 + 16

6 6h 95 + 16 100 + 7 103 + 14 107 + 11 110+5 84 +6 "7/ 56490 /N
c“"p'::::;“ T 6 24h 93 +27 100 + 15 91+13 107 + 14 98 +13 57411 07/eH 27 £8°/EH

6  48h 124+5%" 100 + 7 123+7 123+14 108 + 17 59 +3 07/ 23 4 07/OHT

6 6h 95 + 16 100 + 7 102+ 8 102+ 8 102 + 10 113+7 121+12
nrl')'::s:“ T 6 24h 93 +27 100 + 15 11015 101+5 104 + 10 100 + 14 100 + 12

6  48h 124+5%" 100 + 7 123+7 114+9 112+5 105 + 7 82+ 507/

4 6h 97 +18 100 + 8 99 +13 106 + 11 109 + 15 116+ 9 100+ 5

Drmsa 4 24h 94 +33 100 + 17 92+17 93+8 100 + 7 85+3 82+13
4  48h 128 +5%" 100+ 7 110+ 11 114+13 105+ 8 79 +2 P/ 64+16°"

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitacdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposi¢do térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit:
citrato. Dmsa: dcido meso-2,3-dimercaptossuccinico. N: nimero de casos em cada grupo. ™ grupo controle meio (meio de cultura - LHC 9). c grupo controle negativo (LHC 9 + solucdo
de albumina sérica bovina). t: estatisticamente significativo no teste t de Student. D: estatisticamente significativo no Teste de Dunnett. G-H: estatisticamente significativo no teste de
Games-Howell. Significdncia: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Quadro 4. Dados brutos do ensaio de viabilidade celular por quantificagdo luminométrica do trifosfato de
adenosina em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com

nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitacao.

MnFe,0, - CpCit MnFe,0,4 - CpDmsa MnFe,0, - Cp
GRUPO POCO 6h 24h 48h 6h 24h 48h 6h 24h 48h
1.1a 83,51 81,47 22,88 83,23 79,90 117,56 | 149,75 135,98 100,09
.15 89,08 123,98 140,47 | 117,62 64,64 126,34 |101,74 110,81 121,70
Ny 1.1 43,97 103,27 41,38 77,80 81,80 119,57 | 92,90 108,31 89,05
1(ch) 1.1, 102,80 103,80 131,38 | 98,65 144,19 121,42 |107,02 132,29 96,77
1.1 135,85 48,03 136,49 | 84,67 94,95 131,74 | 85,30 135,72 114,81
.1, 105,76 90,12 124,06 | 113,88 93,29 129,58 |108,32 115,10 109,92
1.2, 102,61 92,87 99,25 | 105,90 84,95 105,98 |[112,79 79,11 107,20
.25 80,59 102,44 90,59 97,78 89,95 88,26 | 86,41 82,54 96,31
0 1.2, 111,74 94,47 104,20 | 88,18 122,90 96,68 119,42 124,59 97,44
2.(€) 1.2, 76,51 94,05 96,77 94,52 85,65 96,70 | 88,19 97,08 94,61
.25 98,63 97,92 105,31 | 108,45 109,49 106,13 [101,02 103,55 95,23
1.2, 129,91 118,25 103,88 | 105,18 107,07 106,26 | 92,18 113,12 109,22
1.3, 104,60 171,24 35,98 | 124,73 98,75 126,84 |125,58 171,35 123,64
.35 92,78 101,64 113,34 | 92,50 96,08 115,89 |[127,69 123,42 101,35
3 101,45 131,18 143,13 | 119,59 87,43 132,02 |115,34 140,17 121,62
3.(25,6 mg.mL)
1.3, 86,90 105,51 109,47 | 92,31 83,17 114,19 |123,80 144,75 127,64
.35 114,01 136,27 131,86 | 98,74 111,11 129,17 102,07 115,73 104,82
1.3, 97,65 85,22 119,79 | 92,64 71,81 120,91 |119,95 146,70 112,38
1.4, 116,19 127,52 130,21 | 114,74 133,11 108,14 |134,95 144,38 112,64
.44 101,64 99,43 110,59 | 103,88 95,77 119,33 [118,51 132,73 100,62
|4 116,33 124,57 131,42 | 121,32 108,07 133,32 |123,70 144,62 111,12
4 (51,2 mg.mt) 1.4, 95,01 108,00 108,45 | 88,56 92,18 115,14 |125,29 120,20 111,19
1.4g 105,35 103,83 132,52 | 108,54 113,43 147,11 | 134,03 136,27 103,23
1.4, 93,90 111,51 119,71 | 110,56 104,46 116,19 |118,61 129,17 115,77
1.54 118,00 12590 134,00 | 10580 104,30 122,61 |132,01 140,17 108,71
.55 114,71 105,63 112,42 | 115,94 94,60 80,11 |[142,64 123,53 103,06
|15 126,39 150,06 129,64 | 109,46 89,43 119,37 |132,35 145,61 108,20
>-(102,4 mg.mL ) 1.5, 126,25 106,25 109,24 | 106,43 82,65 96,77 |137,35 111,88 112,93
155 111,93 133,99 126,73 | 117,62 100,42 123,79 |137,01 113,41 105,72
1.5 108,59 127,20 122,50 | 107,15 120,12 105,83 |131,53 136,58 107,60
1.64 125,65 130,98 127,12 | 87,36 75,29 58,06 |133,36 127,90 104,10
.65 105,02 121,79 103,74 | 82,03 44,56 53,58 [128,22 115,00 98,75
|16 135,52 66,08 122,48 | 89,76 46,06 61,67 |131,25 148,15 110,26
6.(179,2 mg.m.) .64 123,84 110,33 105,32 | 76,07 53,61 62,39 134,80 120,67 103,64
.65 117,17 114,55 118,23 | 80,39 64,18 58,85 |148,69 134,58 100,92
I1.6, 106,04 104,69 113,82 | 93,27 60,30 62,07 131,87 123,71 104,78
1.7 120,41 118,42 122,21 | 45,90 15,98 24,47 132,01 123,79 104,80
1.7 112,95 103,83 105,04 | 62,57 36,40 14,39 |138,55 118,92 92,83
. 1.7, 130,15 159,10 124,22 | 73,24 29,94 24,21 151,43 140,25 107,38
7.(256 mg.mL’)
1.7, 110,12 109,97 99,74 | 48,45 19,93 28,69 130,28 100,88 95,58
11.7g 130,89 137,12 114,75 | 55,27 34,80 26,91 137,54 121,91 90,33
1.7, 112,90 129,74 104,04 | 55,37 25,77 24,53 130,43 120,38 96,87

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe204-Cp) ou
com coberta de citrato (MnFe204-CpCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe204-CpDmsa). ™ grupo

controle meio (LHC 9); €% grupo controle negativo (LHC 9 + solugdo de albumina sérica bovina).
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Quadro 5. Dados brutos do ensaio de viabilidade celular por quantificacdo
luminométrica do trifosfato de adenosina em monocultivos de linhagem celular
de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita
de manganés sintetizadas por decomposi¢do térmica.

MnFe,0, - TdCit MnFe,0, - TdDmsa
GRUPO POCO 6h 24h 48h 6h 24h 48h
1.1, 83,51 81,47 22,88 | 83,23 79,90 117,56
l.1g 89,08 123,98 140,47 | 117,62 64,64 126,34
" 1.1 43,97 103,27 41,38 | 77,80 81,80 119,57
1) 1.1, 102,80 103,80 131,38 | 98,65 144,19 121,42
I1.1g 135,85 48,03 136,49 | 84,67 94,95 131,74
1.1, 105,76 90,12 124,06 | 113,88 93,29 129,58
1.2, 102,61 92,87 99,25 | 10590 84,95 105,98
.25 80,59 102,44 90,59 | 97,78 89,95 88,26
o 1.2 111,74 94,47 10420 | 88,18 122,90 96,68
2(C) 1.2, 76,51 94,05 96,77 | 94,52 85,65 96,70
I1.2g 98,63 97,92 10531 | 108,45 109,49 106,13
1.2, 129,91 118,25 103,88 | 10518 107,07 106,26
.34 119,35 114,02 127,76 | 116,57 108,42 121,02
1.3g 96,35 99,90 113,73 | 92,69 89,07 118,04
s, 97,05 96,39 131,54 | 107,68 112,49 137,20
3. (25,6 mg.mt) 134 92,88 97,60 111,21 | 99,13 102,02 120,74
I1.3g 109,89 104,69 133,87 | 10547 133,59 124,38
1.3, 88,10 103,77 110,71 | 9581 120,14 119,67
1.4, 101,87 114,38 139,03 | 114,84 106,42 116,28
I.4g 99,41 97,33 106,41 | 98,55 97,54 117,41
|4 92,60 136,89 114,03 | 109,79 99,83 114,38
4. (51,2 mg.mt) 1.4, 92,74 109,80 111,42 | 90,29 94,33 98,58
I1.4g 103,35 112,54 126,05 | 104,32 108,11 129,10
I1.4, 99,18 113,64 113,00 | 99,70 101,06 113,93
.54 94,64 107,73 106,96 | 105,76 96,66 109,09
.58 90,61 100,61 112,06 | 93,89 100,94 108,05
|15, 115,08 104,60 110,23 | 109,36 110,30 118,91
5- {1024 mg.ml.) 1.54 81,06 89,71 109,80 | 84,96 94,77 109,25
I1.5¢ 103,68 54,26 123,67 | 113,11 122,92 119,08
I1.5, 128,52 110,36 111,99 | 106,53 103,04 107,85
1.6a 109,98 78,34 83,89 | 124,49 104,63 102,63
1.6g 99,27 81,65 87,09 | 105,18 80,02 104,52
|16, 109,75 90,45 79,25 | 104,75 85,61 112,60
6.(179,2mgml) |, o 12519 7642 90,75 | 11532 10473 92,02
I1.6¢ 92,60 85,10 75,28 | 115,75 108,40 114,04
11.6, 106,74 83,01 85,06 | 114,84 118,54 106,89
1.7, 116,19 45,34 23,77 | 127,90 83,51 84,03
1.7g 111,00 49,18 24,92 | 121,61 98,67 77,31
R IEA 105,81 51,78 23,43 | 117,96 112,22 75,69
7. (256 mg.mt ) 1.7 102,70 40,88 28,37 | 111,91 93,56 79,70
I1.7g 123,24 50,84 28,78 | 106,38 101,40 89,65
.7, 119,21 65,40 32,62 | 141,78 116,54 87,80

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por decomposi¢do
térmica, com coberta de citrato (MnFe204-TdCit) ou de acido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe204-TdDmsa). ™ grupo controle meio (LHC 9); c grupo
controle negativo (LHC 9 + solucdo de albumina sérica bovina).
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Quadro 6. Dados brutos do ensaio de viabilidade celular por quantificagao
luminométrica do trifosfato de adenosina em monocultivos de linhagem

celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com coberturas.

CIT DMSA
GRUPO POCO 6h 24h 48h 6h 24h 48h
1.1, 96,96 127,52 141,58 | 120,97 63,37 130,33
1 (CM) 1.1g 47,87 106,22 41,71 80,02 80,20 123,35
' .15 111,90 106,77 132,42 | 101,46 141,36 125,26
1.1 147,87 49,40 137,56 87,08 93,10 135,90
1.2, 87,73 105,37 91,30 100,57 88,19 91,05
2.(C) 1.2 121,63 97,17 105,03 90,69 120,49 99,73
' 1.2 83,29 96,74 97,54 97,21 83,98 99,75
11.25 107,35 100,72 106,14 | 111,54 107,34 109,48
1.34 122,04 111,90 139,37 | 100,07 98,06 118,22
. 1.3g 89,34 91,61 105,74 | 82,59 67,87 103,32
3. (25,6 mg.mL)
11.35 117,60 128,83 125,45 | 115,19 108,92 121,88
11.3g 123,30 120,96 126,11 98,15 96,10 98,66
1.4, 99,03 118,16 131,11 | 110,70 98,45 133,82
i 1.4g 90,91 106,95 110,08 89,21 82,77 101,96
4. (51,2 mg.mL)
1.4, 124,36 130,83 129,36 | 111,44 101,93 110,93
11.4g 119,16 111,14 112,69 | 113,07 92,24 110,15
1.54 114,52 125,67 131,11 | 119,10 101,29 116,48
. | 1.5g 100,14 113,48 112,43 87,92 93,79 94,56
5.(102,4 mg.mL)
1.5, 108,87 139,34 115,17 | 123,49 109,63 105,26
11.5 118,96 107,50 112,16 | 107,19 96,18 107,06
1.64 107,86 115,91 144,39 | 114,06 87,62 77,06
. | l.6g 135,56 112,91 111,92 | 103,78 87,66 78,19
6.(179,2 mg.mL)
11.64 101,05 122,48 113,63 | 127,05 84,51 83,19
11.6g 111,44 99,57 115,49 | 120,23 80,24 80,02
1.7 110,84 117,13 137,99 | 107,68 87,74 86,72
B 1.7g 115,68 103,55 119,39 99,28 66,74 47,49
7.(256 mg.mL)
1.7 119,67 120,32 104,26 95,73 98,96 65,92
1.7g 107,76 110,41 103,43 98,84 77,99 57,39

Cit: Citrato. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. v grupo controle meio

(LHC 9); ¢ grupo controle negativo (LHC 9 + solugdo de albumina sérica bovina).
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9.2. Sintese dos resultados e dados brutos

Ensaio de eletroforese alcalina em gel de células individuais (Cometa)

Quadro 7. Sintese dos resultados do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de
ferrita de manganés.

Intensidade da Cauda (% de DNA)
(média + desvio padrdo)

+

Item N Tempo C C (Omg.mL) 12,8 mg.mL 25,6 mg.mL 51,2 mg.mL 102,4 mg.mL 153,6 mg.mL  204,8 mg.mL 256 mg.mL
MnFe,0,- 4 6h 61+12"" 5+0 - 540 7+0 8+4 - 7+2 12+4"
Cp 4  24h 69+3"" 5+0 - 742 7+2 g+10/eH - 742 7+1
MnFe,0,- 4 6h 687" 6+1 - 540 6+0 6+1 - 6+0 6+1
CpCit 4  24h 69+0"" 9+5 - 7+1 6+1 9+4 - 6+1 7+1
MnFe,0,- 4 6h 687" 6+1 - 7+1 5+0 6+0 6+0 5+0 -
TdCit 4  24h 69+t0"" 9+5 - 8+1 8+2 8+1 6+ 0 8+1 -
4 6h 64+5"" 5+0 4+0 - 6+2 5+0 - - -
Cit 4  24h 628" 5+0 5+1 - 5+0 5+0 - - -
MnFe,0,- 4 6h 56+11" 6+1 - 7+0 6+1 7+1 8+0 8+2 -
CpDmsa 4  24h 64+4"" 5+1 - 7+2 7+2 7+2 6+1 8+3 -
MnFe,0,- 4 6h 56+11" 6+1 - 7+0 6+0 6+1 - 102"
TdDmsa 4  24h 64+4"" 5+1 - 6+1 6+1 742 - 742 9+4
4 6h 64+5"" 5+0 7+6 - 5+1 5+0 - - -
Dmsa 4  24h 62+8"" 5+0 5+0 - 5+0 6+1 - - -

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido meso-2,3-
dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposi¢do térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit:
citrato. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. N: nimero de casos em cada grupo. C': grupo controle positivo (LHC 9 + solugdo de perdxido de hidrogénio). C: grupo controle
negativo (LHC 9 + solucdo de albumina sérica bovina). t: estatisticamente significativo no teste t de Student. D: estatisticamente significativo no Teste de Dunnett. G-H: estatisticamente
significativo no teste de Games-Howell. Significancia: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Quadro 8. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial humano
(BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitacdo e sem cobertura

(MnFe,0,4-Cp).

LAMINA (Xs0)
1.1a
1.1as
.1g
.1,
.15
.15,
1.1g,
11.1g,
1241
1.2p2
1.2
.28,
1.2
1.2,
.25,
.25,
1.3p1
1.3p2
.31
.35,
11351
1.3,
11351
11.3g;
1.4a;
.45,
|4
.44,
.45,
.45,
1.4g,
11.4g,
.50
1.5p2
.51
.58,
.55
1154,
155,
11.5g,
.64
1.6p2
.61
.65,
11.6a1
1164,
11651
11.6g;
1.7a1
1.7p2
.71
1.78;
1.7a1
1.7,
1.7g1
.78,

6h
73,10
70,65
73,14
72,45
53,44
48,09
52,92
47,71
6,45
5,01
5,43
4,83
5,97
6,95
5,79
5,97
4,86
6,85
7,43
4,55
5,79
6,24
5,27
5,90
7,41
7,48
6,85
7,04
7,28
9,11
6,66
7,24
7,47
9,17
15,70
14,07
5,61
6,02
6,65
7,20
11,03
9,61
7,04
7,65
4,48
5,25
5,95
5,21
8,81
7,92
7,95
8,23
15,69
15,95
12,73
20,35

24h
74,93
72,00
71,84
70,49
68,96
70,46
69,18
60,53
4,20
4,90
4,99
4,65
6,66
5,03
5,80
5,14
6,71
5,41
5,03
5,94
6,58
6,95
13,48
7,99
6,09
4,94
5,95
6,60
9,10
7,31
8,59
14,27
8,31
8,19
7,91
8,56
7,75
9,23
9,57
11,97
6,48
5,11
7,06
7,71
10,99
9,68
5,22
3,95
6,02
7,11
7,56
6,79
6,24
5,98
9,07
8,77

POCO (X100)
1.1, (CY)

1.15 (C)

1.1, (C

.15 (C1)

1.25(C)

1.25 (C)

1.2, (C)

.25 (C)

1.35 (25,6 pg.mL)
1.35 (25,6 pg.mL)
11.35 (25,6 pg.mL)
11.35 (25,6 pg.mL)
1.4, (51,2 pg.mL)
1.45 (51,2 pg.mL’)
I1.44 (51,2 pg.mL)
I1.4g (51,2 pug.mL’)
1.5, (102,4 pg.mL)
1.55 (102,4 pg.mL)
1.5, (102,4 pg.mL)
11.55 (102,4 pg.mL’)
1.65 (204,8 pg.mL)
1.65 (204,8 pg.mL’)
1.6, (204,8 pg.mL)
11.65 (204,8 pg.mL)
1.74 (256 pg.mL’)
1.75 (256 pg.mL)
I1.74 (256 pg.mL)

I1.75 (256 pg.mL)

GRUPO
1

6h
71,88

72,80

50,77

50,32

5,73

5,13

6,46

5,88

5,86

5,99

6,02

5,59

7,45

6,95

8,20

6,95

8,32

14,89

5,82

6,93

10,32

7,35

4,87

5,58

8,37

8,09

15,82

16,54

24h
73,47

71,17

69,71

64,86

4,55

4,82

5,85

5,47

6,06

5,49

6,77

10,74

5,52

6,28

8,21

11,43

8,25

8,24

8,49

10,77

5,80

7,39

10,34

4,59

6,57

7,18

6,11

8,92

Xso € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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Quadro 9. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial
humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitagdo e
cobertura de citrato (MnFe,0,-CpCit).

LAMINA (Xs,)
1.1a
I.1ps
.1
l.1g,
.1
.15,
.15,
11.1p,
1.2
1.2
1.2
.25,
1.2
1.2,
1125,
1125,
.35
1.3p2
.3,
.35,
11351
1134,
11351
11.3g,
1.4p,
.45,
l.4g,
.45,
1.4
1.4,
.45,
145,
1.5
1.5p2
.51
1.5g,
1.5
.55,
1155,
.55,
1.6p1
.65
.61
1.65,
11641
1164,
11651
.65,
1.7
1.7p2
.71
.75,
1.7
1.7
11751
11.7g,

6h
74,65
72,90
76,46
75,84
71,95
57,98
63,39
58,23
5,86
5,88
8,20
8,20
5,20
8,89
6,72
4,54
5,59
5,64
6,89
6,51
4,92
6,18
5,44
4,33
7,17
6,81
6,97
5,38
5,94
6,19
5,76
5,52
7,98
7,45
8,28
7,39
4,89
5,15
5,84
5,39
7,48
6,87
7,47
7,36
6,20
5,91
6,64
5,99
7,52
8,23
8,63
7,48
5,31
5,14
5,11
5,15

24h
72,08
68,86
69,16
71,69
68,04
69,37
70,07
69,16
6,08
5,41
8,57
9,43
6,75
6,05
26,47
9,42
8,72
7,30
6,28
7,95
5,76
5,75
7,81
7,97
7,59
7,00
5,10
5,35
6,57
6,25
6,73
8,89
6,62
6,99
7,00
4,85
8,64
9,80
19,02
11,74
4,61
5,27
8,34
7,77
7,29
7,53
4,90
9,08
8,43
9,70
5,38
5,54
8,20
8,50
9,01
7,20

POCO (X100)
1.1, (CY)

1.15 (C)

1.1, (C

.15 (C1)

1.25 (C)

1.25 (C)

1.2, (C)

11.25 (C)

1.35 (25,6 pg.mL)
1.35 (25,6 pg.mL’)
11.3, (25,6 pg.mL)
11.3 (25,6 pg.mL)
1.4, (51,2 pg.mL)
1.45 (51,2 pg.mL)
I1.44 (51,2 pg.mL)
I1.4g (51,2 pg.mL’)
1.5, (102,4 pg.mL)
1.55 (102,4 pg.mL)
1.5, (102,4 pg.mL)
1155 (102,4 pg.mL’)
1.65 (204,8 pg.mL)
1.65 (204,8 pg.mL’)
1.6, (204,8 pg.mL)
11.65 (204,8 pg.mL)
1.74 (256 pg.mL’)
1.75 (256 pg.mL)
I1.74 (256 pg.mL)

I1.75 (256 pg.mL)

GRUPO
1

6h
73,78

76,15

64,97

60,81

5,87

8,20

7,05

5,63

5,62

6,70

5,55

4,89

6,99

6,18

6,07

5,64

7,72

7,84

5,02

5,62

7,18

7,42

6,06

6,32

7,88

8,06

5,23

5,13

24h
70,47

70,43

68,71

69,62

5,75

9,00

6,40

17,95

8,01

7,12

5,76

7,89

7,30

5,23

6,41

7,81

6,81

5,93

9,22

15,38

4,94

8,06

7,41

6,99

9,07

5,46

8,35

8,11

Xs0 € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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Quadro 10. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial
humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por coprecipitagdo e
cobertura de Dmsa (MnFe,0,-CpDmsa).

LAMINA (Xs) 6h 24h  POCO (X100) GRUPO 6h  24h
. 1a1 43,66 61,63 1.1,(C) 1 44,82 64,70
1.1a7 45,97 67,76
I.1g; 50,16 71,38 1.15(C") 1 48,16 70,72
.15, 46,16 70,05
110 64,09 57,35 1.1, (C) 1 65,34 58,69
115 66,59 60,03
I1.1g; 67,90 60,23 II.15(C") 1 67,92 64,97
I1.1g; 67,93 69,70
1241 585 6,63 1.2,(C) 2 6,69 5,66
1.2a2 752 4,68
1251 6,83 9,86 1.2;(C) 2 857 7,91
.25 10,30 5,96
1.25 4,67 4,07 11.2,(C) 2 505 4,23
1.25 543 439
I1.2g; 6,68 549 11.25(C) 2 6,03 4,94
I1.2g; 538 4,38
M 6,50 10,38 1.3, (25,6 ug.mL) 3 7,34 9,25
1.3p 817 8,12
1351 8,07 9,09 13;(25,6ug.mL) 3 711 8,89
.35, 6,15 8,68
135 829 4,99 11.3,(25,6 pg.mL) 3 729 4,96
130 628 4,93
I1.3g; 6,01 4,57 11.35(25,6 ug.mL) 3 6,36 5,18
113, 670 5,78
.4a; 857 8,83 14,(51,2ug.mL) 4 7,88 8,68
1.4p 7,19 852
.4 8,79 12,42 1.44(51,2 ug.mL) 4 7,99 10,55
1.4, 7,19 867
1.4n, 587 567 I.4,(51,2 pg.mL) 4 512 6,84
1.4p, 437 8,00
1.4 6,67 554 I1.45(51,2 ug.mL) 4 6,63 5,89
I1.4g, 659 6,23
1.5a1 510 7,99 1.5,(102,4 pg.mL) 5 6,52 7,83
.54 7,93 7,67
.51 959 9,12 1.54(102,4 pg.mL) 5 963 9,76
.58, 9,67 10,39
.55 7,01 6,72 1.5, (102,4 ug.mL) 5 713 6,78
1.5 725 684
I1.5g; 8,45 544 1155 (102,4 pg.ml) 5 8,34 4,90
1156, 822 4,36
1.6a1 7,67 812 1.6,(153,6 pg.mlL) 6 7,87 7,73
1.6a2 8,06 7,34
1.681 10,30 8,46 1.6 (153,6 ug.mL) 6 8,85 9,09
1.68 739 9,72
1.6, 6,72 5,65 1.6, (153,6 pg.mL) 6 7,08 5,56
11642 7,44 5,46
11661 9,02 592 I1.65(153,6 pg.mL) 6 8,84 5,15
1165, 8,65 4,38
1.7m1 7,19 12,09 1.7,(204,8 pg.mL) 7 8,07 13,15
1.7 8,94 14,21
.71 12,90 7,68 1.75(204,8 ug.mL) 7 11,09 9,30
.78 9,28 10,91
.75 6,38 594 11.7,(204,8 pg.mL) 7 6,50 5,35
1.7 6,62 4,75
11781 7,05 4,85 11.75(204,8 pg.mlL) 7 6,96 5,21
1.7, 6,86 5,56

Xso € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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Quadro 11. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial
humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por decomposi¢do
técnica e cobertura de citrato (MnFe,0,-TdCit).

LAMINA (Xs) 6h 24h  POCO (X100) GRUPO 6h  24h
. 1a1 74,65 72,08 1.1,(C) 1 73,78 70,47
1.1a7 72,90 68,86
I.1g; 76,46 69,16 1.15(C") 1 76,15 70,43
.15, 75,84 71,69
110 71,95 68,04 1.1, (C) 1 64,97 68,71
115 57,98 69,37
I1.1g; 63,39 70,07 Il.15(C") 1 60,81 69,62
I1.1g; 58,23 69,16
1241 586 6,08 1.2,(C) 2 587 5,75
1.2a2 588 541
1251 820 857 12;(C) 2 8,20 9,00
.25 820 9,43
1.25 520 6,75 11.2,(C) 2 7,05 6,40
1.25 8,89 6,05
I1.2g; 6,72 26,47 11.25(C) 2 563 17,95
I1.2g, 454 9,42
M 7,09 854 13,(25,6 ug.mL) 3 7,90 9,03
1.3p 871 9,52
1351 505 5,69 1.35(25,6 pg.ml) 3 550 6,39
.35, 595 7,08
135 7,35 10,47 113, (25,6 pg.mL) 3 7,80 10,25
130 824 10,02
I1.3g; 565 6,97 11.35(25,6 ug.mL) 3 825 6,90
113, 10,84 6,82
.4a; 6,18 13,33 1.4, (51,2 ug.mL) 4 6,09 11,77
1.4p 599 10,21
.4 527 875 1.4g(51,2 pg.ml) 4 521 857
1.4, 514 8738
1.4n, 593 6,74 1.4, (51,2 pg.mL) 4 6,13 6,19
1.4p, 632 564
1.4 490 7,49 11.44(51,2 pg.mL) 4 517 6,89
I1.4g, 544 6,29
1.5a1 7,04 9,27 1.5,(102,4 pg.ml) 5 6,32 8,66
.54 559 8,05
.51 6,32 11,45 1.5 (102,4 ug.mL) 5 6,12 10,78
.58, 592 10,10
.55 6,70 6,50 1.5, (102,4 pg.mL) 5 6,42 6,47
1.5 614 6,44
I1.5g; 4,47 7,76 1155 (102,4 pg.mL) 5 580 7,34
1156, 7,13 6,92
1.6a1 483 6,93 1.64(153,6 pg.ml) 6 521 6,95
1.6a2 558 6,96
1.681 541 7,74 1.6 (153,6 ug.mL) 6 6,07 6,80
1.65 672 5,85
1.6, 6,38 6,67 11.64(153,6 pg.mL) 6 727 691
1.6, 815 7,14
11661 7,08 6,36 I1.65(153,6 pg.mL) 6 6,89 7,05
1165, 670 7,74
1.7m1 6,32 9,04 1.7,(204,8 ug.mL) 7 6,80 9,63
1.7n2 7,28 10,22
.71 543 7,77 1.75(204,8 ug.mL) 7 558 9,17
.78 572 10,56
.75 530 7,51 11.7,(204,8 pg.mL) 7 573 7,44
1.7 615 7,36
11781 521 10,11 11.75 (204,8 pg.mL) 7 559 7,92
1.7, 597 573

Xs0 € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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Quadro 12. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial
humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés sintetizadas por decomposi¢cdo
técnica e cobertura de Dmsa (MnFe,0,-TdDmsa).

LAMINA (Xs) 6h 24h  POCO (X100) GRUPO 6h  24h
. 1a1 43,66 61,63 1.1,(C) 1 44,82 64,70
1.1a7 45,97 67,76
I.1g; 50,16 71,38 1.15(C") 1 48,16 70,72
.15, 46,16 70,05
110 64,09 57,35 1.1, (C) 1 65,34 58,69
115 66,59 60,03
I1.1g; 67,90 60,23 II.15(C") 1 67,92 64,97
I1.1g; 67,93 69,70
1241 585 6,63 1.2,(C) 2 6,69 5,66
1.2a2 752 4,68
1251 6,83 9,86 1.2;(C) 2 857 7,91
.25 10,30 5,96
1.25 4,67 4,07 11.2,(C) 2 505 4,23
1.25 543 439
I1.2g; 6,68 549 11.25(C) 2 6,03 4,94
I1.2g; 538 4,38
M 875 829 13,(25,6ug.mL) 3 7,47 7,74
1.3p 618 7,19
1351 6,70 7,65 1.35(25,6 ug.mlL) 3 7,06 7,34
.35, 741 7,03
135 6,54 514 11.3,(25,6 pg.mL) 3 7,08 5,25
130 7,62 535
I1.3g; 9,47 4,48 11.35(25,6 pg.mL) 3 7,64 4,65
113, 580 481
.4a; 734 7,44 14,(51,2 ug.ml) 4 6,44 7,26
1.4p 553 7,07
.4 6,14 529 1.45(51,2 pg.ml) 4 7,63 5,97
1.4, 9,12 6,65
1.4n, 593 7,10 1144 (51,2 pg.mL) 4 6,53 6,67
1.4p, 7,13 6,23
1.4 587 525 I1.45(51,2 ug.mL) 4 576 4,69
I1.4g, 565 4,12
1.5a1 9,40 9,50 1.5,(102,4 pg.mL) 5 7,57 836
.54 574 7,22
.51 513 11,98 1.55(102,4 ug.mL) 5 562 11,64
.58, 6,11 11,29
.55 6,80 6,67 11.54(102,4 pg.mlL) 5 661 6,10
1.5 642 5,53
I1.5g; 7,77 539 1155 (102,4 pg.mL) 5 8,08 5,64
1156, 838 5,88
1.6a1 12,19 9,78 1.6, (204,8 ug.mL) 6 12,11 10,15
1.6 12,02 10,52
1.681 10,79 7,12 1.65(204,8 ug.mL) 6 12,74 9,15
1.68 14,68 11,17
1.6, 7,49 7,03 1164 (204,8 ug.mL) 6 7,65 6,63
1.6, 7,80 6,23
11661 892 6,31 I.65(204,8 pg.mL) 6 10,06 5,69
1165, 11,19 5,07
1.7m1 14,32 11,92 1.7, (256 pg.mL) 7 12,40 10,75
1.7n2 10,47 9,58
.71 8,40 9,81 175 (256 pug.mL) 7 7,22 14,40
.78 6,04 18,99
.75 7,22 6,14 1.7, (256 ug.mL) 7 6,48 7,08
1.7 574 8,01
11781 8,05 4,99 .75 (256 ug.mL) 7 8,44 537
1.7, 882 574

Xso € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.



Quadro 13. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial
humano (BEAS-2B) tratados com citrato (Cit).

LAMINA (Xso)
[.1a
1.1as
.1g
.1,
.15
.15,
1.1g,
1.1g,
1241
1.2p2
1.2
.28,
.25
1.2,
.25,
.25,
1.3p1
1.3p2
.31
.35,
11351
1.3,
11351
11.3g;
1.4a;
.45,
|4
.44,
.45,
.45,
1.4g,
11.4g,
.50
1.5p2
.51
.58,
.55
1154,
155,
11.5g,

6h
71,88
70,61
65,91
69,36
62,82
56,51
57,61
62,06
5,00
5,50
6,58
4,98
5,58
5,68
6,43
6,31
4,28
4,99
4,22
4,83
4,58
6,75
4,85
4,90
4,10
5,18
4,97
4,28
4,65
5,26
10,10
9,62
4,35
4,52
5,42
5,66
6,87
4,86
5,31
7,05

24h
68,43
71,89
70,35
68,45
55,29
52,08
55,43
57,64
5,43
5,42
6,68
6,09
7,05
6,62
5,26
4,63
5,40
4,46
7,47
7,84
4,44
5,22
5,13
4,64
6,09
5,37
4,74
5,96
5,71
4,59
5,14
4,85
5,86
6,52
5,03
6,04
7,03
5,54
5,44
5,40

POCO (X100)
1.1, (CY)

1.15 (C)

1.1, (C

.15 (C1)

1.25 (C)

1.25 (C)

1.2, (C)

11.25 (C)

1.35 (12,8 pg.mL)
1.35 (12,8 pg.mL’)
11.35 (12,8 ug.mL)
11.35 (12,8 pg.mL)
1.4, (25,6 pg.mL)
1.45 (25,6 pg.mL’)
I1.44 (25,6 pg.mL)
I1.4g (25,6 pug.mL’)
1.5, (102,4 pg.mL)
1.55 (102,4 pg.mL)
1.5, (102,4 pg.mL)

1.5 (102,4 pg.mL)

GRUPO
1

6h
71,25

67,64

59,67

59,84

5,25

5,78

5,63

6,37

4,64

4,53

5,67

4,88

4,64

4,63

4,96

9,86

4,44

5,54

5,87

6,18

24h
70,16

69,40

53,69

56,54

5,43

6,39

6,84

4,95

4,93

7,66

4,83

4,89

5,73

5,35

5,15

5,00

6,19

5,54

6,29

5,42

Xs0 € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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Quadro 14. Dados brutos do ensaio do cometa em monocultivos de linhagem celular de epitélio bronquial

humano (BEAS-2B) tratados com acido més-2,3-dimercaptossuccinico (Dmsa).

LAMINA (Xso)
[.1a
1.1as
.1g
.1,
.15
.15,
1.1g,
1.1g,
1241
1.2p2
1.2
.28,
.25
1.2,
.25,
.25,
1.3p1
1.3p2
.31
.35,
11351
1.3,
11351
11.3g;
1.4a;
.45,
|4
.44,
.45,
.45,
1.4g,
11.4g,
.50
1.5p2
.51
.58,
.55
1154,
155,
11.5g,

6h
71,88
70,61
65,91
69,36
62,82
56,51
57,61
62,06
5,00
5,50
6,58
4,98
5,58
5,68
6,43
6,31
6,28
4,97
4,26
3,74
16,74
17,27
5,37
4,59
3,75
5,30
6,33
7,14
3,88
4,03
4,99
6,69
5,10
5,15
4,53
5,57
6,80
6,65
4,61
5,39

24h
68,43
71,89
70,35
68,45
55,29
52,08
55,43
57,64
5,43
5,42
6,68
6,09
7,05
6,62
5,26
4,63
5,83
5,80
5,95
4,57
3,98
5,53
4,90
5,64
5,63
4,19
5,44
5,67
4,92
5,52
4,81
5,20
8,38
6,39
7,31
7,82
4,87
4,14
5,79
5,58

POCO (X100)
1.1, (CY)

1.15 (C)

1.1, (C

.15 (C1)

1.25 (C)

1.25 (C)

1.2, (C)

11.25 (C)

1.35 (12,8 pg.mL)
1.35 (12,8 pg.mL’)
11.35 (12,8 ug.mL)
11.35 (12,8 pg.mL)
1.4, (25,6 pg.mL)
1.45 (25,6 pg.mL’)
I1.44 (25,6 pg.mL)
I1.4g (25,6 pug.mL’)
1.5, (102,4 pg.mL)
1.55 (102,4 pg.mL)
1.5, (102,4 pg.mL)

1.5 (102,4 pg.mL)

GRUPO
1

6h
71,25

67,64

59,67

59,84

5,25

5,78

5,63

6,37

5,63

4,00

17,01

4,98

4,53

6,74

3,96

5,84

5,13

5,05

6,73

5,00

24h
70,16

69,40

53,69

56,54

5,43

6,39

6,84

4,95

5,82

5,26

4,76

5,27

4,91

5,56

5,22

5,01

7,39

7,57

4,51

5,69

Xs0 € X100: média da intensidade (%DNA na cauda) de 50 e de 100 cometas, respectivamente.
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9.3. Sintese dos resultados e dados brutos

Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese

Quadro 15. Dados brutos do teste do microntcleo com bloqueio da citocinese em monocultivos de linhagem
celular de epitélio bronquial humano (BEAS-2B) tratados com nanoparticulas de ferrita de manganés e

coberturas.
Grupo Ocorréncia MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, MnFe,0, Cit Dmsa
Cp CpCit CpDmsa TdCit TdDmsa
¢ Presente 220 199 185 199 185 220 220
Ausente 1780 1801 1815 1801 1815 1780 1780
N Presente 34 33 35 33 35 34 34
C
Ausente 1966 1967 1965 1967 1965 1966 1966
i Presente - - - - - 37 31
12,8 pg.mL
Ausente - - - - - 1963 1969
i Presente 36 38 32 36 33 - -
25,6 pg.mL
Ausente 1964 1962 1968 1964 1967 - -
. Presente 34 36 31 36 35 34 37
51,2 pg.mL
Ausente 1966 1964 1969 1964 1965 1966 1963
i Presente - - - - - - -
76,8 pg.mL
Ausente - - - - - - -
_ Presente 38 40 35 34 33 35 32
102,4 pg.mL
Ausente 1962 1960 1965 1966 1967 1965 1968
_ Presente 33 38 35 39 37 - -
153,6 ug.mL
Ausente 1967 1962 1965 1961 1963 - -
_ Presente 38 33 34 35 30 - -
179,2 pg.mL
Ausente 1962 1967 1966 1965 1970 - -
_ Presente 36 36 34 35 37 - -
204,8 pg.mL
Ausente 1964 1964 1966 1965 1963 - -
) Presente 33 37 33 31 35 - -
256 pg.mL
Ausente 1967 1963 1967 1969 1965 - -

As nanoparticulas de ferrita de manganés foram sintetizadas por: (i) coprecipitagdo, sem cobertura (MnFe,0,-Cp) ou com
coberta de citrato (MnFe,0,-CpCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-CpDmsa); e (ii) decomposicdo
térmica, com coberta de citrato (MnFe,0,-TdCit) ou de acido meso-2,3-dimercaptossuccinico (MnFe,0,-TdDmsa). Cit:
citrato. Dmsa: acido meso-2,3-dimercaptossuccinico. C': grupo controle positivo (mitomicina-C). €: grupo controle
negativo (LHC 9 + solucdo de albumina sérica bovina).
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