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RESUMO

DA SILVA, G. H. Nanomaterial hibrido (TiO2-MWCNT): Sintese, Caracterizagao e
Ecotoxicidade aquatica. 2019. 112 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2019.

A combinagao de nanoparticulas de dioxido de titdnio com nanotubos de carbono de
parede multiplas possibilita a geragdo de um nanomaterial hibrido, com atividade
fotocatalitica aprimorada, denominado TiO2>-MWCNT. Existe um grande interesse
cientifico e tecnolégico em materiais fotocataliticos, estes apresentam potencial para
o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, nanocompadsitos,
catalisadores e remediacdo ambiental. Apesar de muitos trabalhos enfatizarem os
beneficios na utilizagdo de nanohibridos, ainda s&o escassos estudos de impactos
ambientais e toxicidade. O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar o
nanohibrido TiO2-MWCNT, bem como avaliar sua ecotoxicidade aquatica através de
ensaios in vivo (embrides de Zebrafish - Danio rerio) e in vitro (linhagem celular
RTG-2 - fibroblastos de Oncorhynchus mykiss). O TiO2-MWCNT foi sintetizado pelo
método mecanoquimico (moagem em estado sélido) e caracterizado empregando as
seguintes técnicas: microscopia eletrbnica de varredura e de transmissao,
espectroscopia Raman, analise termogravimétrica, espalhamento dindmico de luz e
espalhamento de luz eletroforético. O nanohibrido sintetizado apresentou atividade
fotocatalitica aprimorada, confirmada através de ensaios de fotocatalise. Nos
ensaios in vivo, o TiO2-MWCNT n&o apresentou ecotoxicidade aguda até 100 yg mL"
' (na presenga ou auséncia de radiagdo UV). No entanto, foi observada a ingestéo
do nanohibrido pelos embrides (via oral) através da técnica microfluorescéncia de
raios-X (u-XRF). Também nao foi observado ecotoxicidade para o nanohibrido nos
ensaios in vitro até 100 ug mL"; porém foi verificado a capacidade de internalizagao
celular deste material. Em geral, aspectos coloidais (agregagao/aglomeragao) e a
formacdo de protein corona apresentaram importantes implicacbes para a
determinacdo precisa da ecotoxicidade. Os resultados obtidos neste trabalho
suportam futuras aplicagdes do nanohibrido TiO2-MWCNT na area de fotocatélise, e

contribui de maneira proativa para sua avaliagdo ecotoxicologica.
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ABSTRACT

DA SILVA, G. H. S. Hybrid Nanomaterial (TiO2-MWCNT): Synthesis,
Characterization and Ecotoxicity. 2019. 112 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2019.

The combination of titanium dioxide nanoparticles with multiwall carbon nanotubes
enables the generation of a hybrid nanomaterial with improved photocatalytic activity,
called TiO2-MWCNT. There is great scientific and technological interest in
photocatalytic materials, which present potential for the development of new
antimicrobial agents, nanocomposites, catalysts and environmental remediation.
Although many papers emphasize the benefits of using nanohybrids, there are still a
small number of studies about its environmental impacts and toxicity. The objective
of this work was to synthesize and characterize a TiO2-MWCNT nanohybrid. As well
as to evaluate its aquatic ecotoxicity through in vivo (Zebrafish embryos - Danio rerio)
and in vitro (RTG-2 cell line - Oncorhynchus mykiss fibroblasts) assays. TiO2-
MWCNT was synthesized by the mechanochemical method (solid state milling) and
characterized using the following techniques: scanning and transmission electron
microscopy, Raman spectroscopy, thermogravimetric analysis, dynamic scattering
light and electrophoretic scattering light. The synthesized nanohybrid showed
enhanced photocatalytic activity, confirmed by photocatalysis studies. In the in vivo
assays, TiO2-MWCNT did not show acute ecotoxicity up to 100 yg mL™" (in the
presence or absence of UV radiation). However, the ingestion of the nanohybrid by
the embryos (oral route) was observed through p-probe X-ray fluorescence
spectroscopy (u-XRF). Also, no toxicity was observed in the in vitro assays up to 100
ug mL-'; however, the cellular internalization capacity of this material was verified. In
general, colloidal aspects (aggregation / agglomeration) and the formation of protein
corona presented important implications for the precise determination of ecotoxicity.
The results obtained in this work support future applications of the nanohybrid TiO2-
MWCNT in the area of photocatalysis and contributes proactively to its

ecotoxicological evaluation.
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1 INTRODUGAO

Por definicdo a nanotecnologia é: “a capacidade de controlar e reestruturar a
matéria em niveis atdbmicos e moleculares na faixa de aproximadamente 1 a 100 nm,
e explorar as propriedades e fendmenos distintos nessa escala em comparagéo
aqueles associados a atomos individuais, moléculas, ou do comportamento do
material estendido (“bulk”). O objetivo é criar materiais, dispositivos e sistemas com
propriedades e fungdes fundamentalmente novas, construindo-as a partir da sua
pequena estrutura. A transicdo do comportamento de atomos individuais ou
moléculas para o comportamento coletivo de conjuntos atdmicos e moleculares é
encontrada na natureza, e a nanotecnologia explora esse limiar natural.” Esta
definicdo foi acordada em 1998-1999 apds consulta com especialistas em mais de
20 paises (SIEGEL et al., 1999). Desde ent&o, houve uma explosao impressionante

de produtos que utilizam nanotecnologia em sua composig¢ao.

Além dos beneficios tecnologicos esperados do desenvolvimento da
nanotecnologia, a potencial entrada no mercado de varias centenas de
nanoprodutos levanta questdes cruciais, que lidam com a avaliagao de riscos tanto
humanos, quanto ambientais. A identificacdo tanto do modo de acdo, quanto dos
mecanismos que causam a toxicidade dos nanomateriais (NMs) tornou-se uma area
de preocupacgao significativa. Questdes referentes as propriedades quimicas,
tamanho e estabilidade, da dispersdo aquosa, podem ter consequéncias importantes
para a toxicidade, assim como tamanho, composi¢do, morfologia e estrutura
(BELLO; LEONG, 2017). Como consequéncia existe uma enorme discrepancia nos
dados de nanotoxicidade adquiridos em materiais semelhantes, criando confusao e
impedindo a avaliagdo precisa dos riscos dos NMs para a saude humana e meio
ambiente (QIU; CLEMENT; HAYNES, 2018).

Ao contrario das moléculas, que sdo objetos de estudo na toxicologia
tradicional, as propriedades unicas das nanoparticulas (NPs) podem afetar a
medicao precisa da nanotoxicidade. Por exemplo, o status dos NMs sob diferentes
condigdes de teste, como estado de agregacgao e presenca de moléculas adsorvidas
na superficie (“corona”), pode variar drasticamente de um meio de teste para outro e
resultar em mudangas na toxicidade (NEL et al., 2009). Além disso, os ensaios de

nanotoxicidade estao sujeitos as propriedades o6ticas, cataliticas, magnéticas, entre
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outras, que sao especificas para cada tipo de NM e levam a sub ou superestimagao
da toxicidade (DUSINSKA et al., 2015).

O gerenciamento dessas discrepancias tem sido um desafio para quimicos
analiticos e toxicologistas. Recentemente esse desafio tem sido ainda maior, pois a
sintese de nanomateiriais ndo mais tem se baseado em uma unica nanoparticula
(NP), mas em um conjunto hierarquico de nanoparticulas, formando os chamados
nanohibridos (NHs) (SALEH et al., 2015). Esse material hibrido tem como objetivo
criar NMs com multiplas e/ou novas funcionalidade. No entanto, ndo esta claro se o
nosso conhecimento quanto aos riscos ambientais de NM singulares também pode
ser aplicado a um NH, composto por mais de um NM. A incerteza na avaliagcéo da
saude ambiental e segurangca desta classe de material é devido as suas
propriedades fisico-quimicas alteradas e ao surgimento de novas propriedades, nédo

tipicamente manifestadas pelos NMs que compdes o NH (SALEH et al., 2014).

Novos estudos nessa area tém indicado que a combinagdo de diéxido de
titnio (TiO2) com nanotubos de carbono (CNT) possibilita uma maior foto-
sensibilidade, melhorando a eficiéncia fotocatalitica (ZHANG et al., 2014).
Os CNT sao excelentes suportes para este tipo de material, devido as suas
propriedades mecanicas, grande area superficial especifica, estabilidade quimica e
também pela presenca de mesoporos que favorecem a difusdo das espécies
reagentes (OH; CHEN, 2008). Recentes descobertas indicam que com a adi¢ao de
CNT a absorcédo de luz do TiO2 pode ser estendida para a regiao de luz visivel,
aumentando significativamente a eficiéncia fotocatalitica (WOAN; PYRGIOTAKIS;
SIGMUND, 2009). Além disso, espera-se que com o aumento da area superficial
ocorra um aumento da quantidade de poluentes adsorvidos, consequentemente da
atividade fotocatalitica. A unido dos CNT com TiO2 realmente tem se mostrado
promissor na degradagao de diversos poluentes, como dos corantes alaranjado de
metila (DA DALT; ALVES; BERGMANN, 2013), anilina (SILVA; FARIA, 2010), azul
de metileno (CHEN; ZHANG; OH, 2008), rodamina B (KRISSANASAERANEE et al.,
2010), azul indigo (DA SILVA et al., 2018) e também dos poluentes fenol (YAO et al.,
2008) e atrazina (CHEN et al., 2011). Esses estudos indicam a importancia do

desenvolvimento dessa tecnologia na descontaminagdo ambiental.
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Devido a grande importancia dessa tecnologia, a produgdo dessas NPs vem
sendo cada vez mais incentivada (figura 1), porém a preocupagao quanto a sua
toxicidade e seguranga, quando liberadas no ambiente, € grande. A toxicidade dos
materiais fotoreativos tem sido claramente demostrado em varios estudos. Ma,
Brennan e Diamond (2012a) estudaram a toxicidade do TiO2 apés a fotoativagao e
observaram um aumento na produgcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
consequentemente um aumento na toxicidade. O mesmo foi encontrado por Miller et
al. (2012) e Li et al. (2014) ao estudarem a fototoxicidade do TiO2 em Isochrysis
galbana e Hyalella azteca, respectivamente. Clemente et al. (2014b) estudaram o
efeito das NP de TiO2 em Danio rerio e observaram que apos a exposi¢cao a luz
ultravioleta, essas NPs causam um aumento da taxa de mortalidade e efeitos
subletais, como eclosdo prematura, problemas durante o desenvolvimento e
alteracgdes no equilibrio. Além disso, Federici, Shaw e Handy (2007) reportaram que
a ingestao de TiO2 por peixes pode causar erosado no epitélio intestinal e Zhang e et
al. (2007) observaram que, apos a exposigao de peixes ao TiOz2 por 25 dias, este

promoveu a bioacumulagao do material.

Figura 1 - Numero de publicagdes relacionadas a CNT e TiOz, termo pesquisado: TiO2-CNT e suas

variagoes
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Fonte: Web of Knowledge (http://www.webofknowledge.com). Acessado em 27/10/2018.
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Os CNT também ja foram estudados quanto a sua toxicidade. Smith, Shaw e
Handy (2007) observaram que este material pode provocar inflamagao nas guelras
de peixes e um aumento da produgcdo de muco, podendo causar problemas
respiratorios. Cheng e Cheng ( 2012) estudaram o efeito da exposi¢do dos CNT em
embrides de Danio rerio e os resultados mostraram que essas particulas podem
causar malformacdo e edemas. Estudos realizados com Daphnias mostraram que
quando ingeridos os CNTs nado sao eliminados pelos organismos, podendo causar
entupimento do trato intestinal e, acarretar a transferéncia pela cadeia alimentar
(PETERSEN et al., 2009; EDGINGTON et al., 2010). As algas Raphidocelis
subcapitata, Chlorella vulgaris e Chlorella pyrenoidosa também podem sofrer com a
exposicdo ao CNT, ja que alguns estudos indicam que essas NPs podem causar
inibicdo do crescimento para esses organismos (SOHN et al., 2015; ZHANG et al.,
2015).

Apesar de existirem diversos trabalhos enfatizando os beneficios do uso das
NP de TiO2-CNT, ainda nao existem publicagbes abordando sua ecotoxicidade. Visto
que, como mostrado acima, a toxicidade destes NMs, individualmente, podem
causar efeitos deletérios em diversos organismos, além de que, a toxicidade pode
aumentar em propor¢ao direta com o aumento da fotoreatividade (LI et al., 2014b), é
importante o estudo da toxicidade deste NH, para controle e protecdo da saude

humana e do ambiente.

Assim, ensaios ecotoxicolégicos in vivo e in vitro sdo extremamente

importantes para garantir a seguranga no uso destes materiais.

1.1 Justificativa e Objetivo

A nanotecnologia oferece a perspectiva de grandes avangos que poderao
melhorar a qualidade de vida e ajudar a preservar o meio ambiente. Entretanto,
como qualquer area da tecnologia que faz uso intensivo de novos materiais e
substancias quimicas, traz consigo alguns riscos ao meio ambiente e a saude
humana (QUINA, 2004). As caracteristicas que tornam as nanoparticulas
fotorreativas interessantes, do ponto de vista de aplicagdo tecnoldgica, podem ser

indesejaveis quando liberadas no meio ambiente, como é o caso do TiO2 que pode
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ter sua toxicidade aumentada quando fotoativado (MA; BRENNAN; DIAMOND,
2012b; MILLER et al., 2012; CLEMENTE et al., 2014a, 2015).

Visto que, a funcionalizagdo dos nanotubos de carbono com TiO2, traz um
aumento da fotossensibilidade e da eficiéncia fotocatalitica (WOAN; PYRGIOTAKIS;
SIGMUND, 2009; ZHANG et al., 2014), pode causar um aumentar da toxicidade.
Diversos autores tém estudado a producdo de nanoparticulas de TiO2-CNT e os
beneficios que ela pode trazer ao ambiente, em termos de remediacdo ambiental
(CHEN; ZHANG; OH, 2008; YAO et al.,, 2008; DA DALT; ALVES; BERGMANN,
2013). Porém, uma vez que nao existem dados a respeito da sua ecotoxicidade, os
resultados obtidos neste trabalho poderdo auxiliar os 6rgaos legisladores e
comunidade cientifica na delimitagdo de niveis maximos permissiveis nos

compartimentos ambientais ou ndo permitir sua liberacdo ao meio ambiente.

Existem diversos modelos biolégicos utilizados na nanotoxicologia. Eles
podem ser animais (in vivo), tecidos ou células (in vitro). Nos ensaios in vivo sao
avaliados parametros como: mortalidade, desenvolvimento, respostas fisiologicas,
etc. Nos ensaios in vitro geralmente é utilizado células, nestes ensaios é possivel
analisar o mecanismo de interagdo entre o nanomaterial e células. Esses ensaios
sdo complementares e juntos correlacionar os resultados permite uma compreenséo
mais profunda do modo de toxicidade das nanoparticulas (MAURER-JONES;
HAYNES, 2012).

Um modelo, para ensaios in vivo, que vem se destacando é o peixe Danio
rerio. Principalmente devido a facilidade na manutencdo, rapido ciclo de vida e
principalmente por possuir 70% de similaridade genética a mamiferos (HOWE et al.,
2013). Além disso, o ensaio com embrides de peixes (FET), utilizando D rerio, € uma
alternativa para substituir o teste com peixes adultos, potanto estando dentro do
principio de reducéo, refinamento e substituicdo (3Rs). Ainda dentro deste principio
ensaios in vitro baseados em células sdo promissores para o estudo da
nanotoxicidade. Uma linhagem celular amplamente utilizada em ensaios
ecotoxicoldgicos € a de fibroblastos de truta arco-iris (RTG-2), esta foi a primeira
linhagem de células de animais de sangue frio a ser estabelecida (WOLF; QUIMBY,
1962). Desde entdo vem sendo amplamente utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos
(DENIZEAU, 2018).
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Portanto o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a nanotoxicidade
in vitro e in vivo do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT, utilizando embrides do peixe

Danio rerio e a linhagem celular (RTG-2).

1.2 Estrutura da tese e fluxograma experimental

Este documento compreende um texto introdutério seguido de quatro
capitulos apresentados em formato de artigos cientificos. Os capitulos s&o

intitulados:

1: Oxidacao quimica e caracterizagao de nanotubos de carbono;

2. Sintese e caracterizacao do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT com atividade

fotocatalitica aprimorada;

3: Avaliacao da toxicidade do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT em embrides de

Danio rerio (zebrafish);

4: Avaliacdo toxicologica do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT em fibroblastos de
truta arco-iris (RTG-2).

Parte desta tese ja foi publicada na revista Ecotoxicology and Environmental
Safety em 2018. O trabalho foi intitulado: “Toxicity assessment of TiO2-MWCNT
nanohybrid material with enhanced photocatalytic activity on Danio rerio (Zebrafish)
embryos” (DA SILVA et al., 2018)

A Figura 2 mostra o fluxograma experimental das principais técnicas utilizadas

no o desenvolvimento deste trabalho.



Figura 2 - Fluxograma experimental
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2 OXIDACAO QUIMICA E CARACTERIZACAO DE NANOTUBOS DE CARBONO
2.1 Introducgao

Os CNTs foram descobertos em 1991 por lijima (1991), desde entdo € um dos
NMs mais estudados em diversos ramos, como na biotecnologia, eletronica,
agricultura, quimica e diversos outros. Essa diversidade de aplicagbes acontece em
razdo de suas propriedades extraordinarias, como, grande area superficial,
condutividade térmica, grande resisténcia mecanica, flexibilidade e estabilidade
quimica (EATEMADI et al., 2014).

Existem basicamente dois tipos de CNT: o de parede unica (SWCNT) e o de
parede multipla (MWCNT). O SWCNT consiste, basicamente, em uma folha de
grafeno enrolada em um cilindro, com diametro na ordem de 1,4 nm. O MWCNT
consiste em cilindros concéntricos com um espagamento entre camadas de 3,4 A e
um didmetro tipicamente na ordem de 10 a 20 nm. O comprimento dos nanotubos

pode ser de centenas de microns até centimetros (DAI, 2002).

Além disso, podem ter trés diferentes formas, dependendo da posicdo que o
cilindro é enrolado: “zigzag”, “armchair’ e “chiral” (Figura 3). Essa estrutura é
caracterizada por um par de indices (n, m) que descreve a quiralidade do vetor e um
angulo quiral 8, determinando a diregdo de enrolamento da folha. Quando n = m o
nanotubo é denominado “armchair’ (6 = 0°), quando m = 0 é denominado “zigzag”
(6 = 30°) e quando n # m o nanotubo é denominado “chiral” (0° < 8 < 30°). As
propriedades eletrbnicas do NTC estdo diretamente relacionadas com a sua
quiralidade, nanotubos do tipo “armchair sdo sempre metalicos, enquanto que os
‘chiral” ou zigzag podem ser metalicos ou semicondutores. No MWCNT, o
enrolamento das folhas pode variar de parede para parede, portanto, é dificil
predizer suas propriedades eletrénicas (EATEMADI et al., 2014).
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Figura 3 - Representacdo esquematica dos trés tipos de nanotubo de carbono. A) Chiral;
B) Armchair; C) Zigzag

Armchair

Fonte: Do autor.

Os métodos mais comumente utilizados para a sintese deste tipo de NM sao:
deposi¢do quimica de vapor, ablagédo a laser ou descarga por arco. Uma vez
sintetizado, esse material € denominado bruto (“RAW?”), sendo um material
extremamente hidrofébico, e, portanto, possuindo baixa dispersabilidade e
estabilidade em qualquer tipo de solvente. Além disso, apds a sintese, sdo geradas
impurezas, como residuos metalicos, compostos poliaromaticos e carbono amorfo
(ANDRADE et al., 2013).

Um passo importante para a aplicacdo do CNT é a sua purificacédo, afim de
remover as impurezas da amostra e funcionalizagédo, para melhorar a estabilidade
do material. O tratamento mais utilizado para esta finalidade € a oxidacdo. Esse
processo consiste em submeter o CNT a um refluxo com acidos fortes e altas
temperaturas. Sabe-se que a toxicidade dos CNTs esta intimamente relacionada a
quantidade de residuo metalico (HURT; MONTHIOUX; KANE, 2006) e, portanto, a

purificacdo é extremamente importante.
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Além disso, o processo de purificacdo também introduz defeitos na estrutura
do material, criando grupos funcionais contendo oxigénio, como grupos carboxilicos,
hidroxilicos e cetonas. Esses grupos ajudam na estabilizagdo eletrostatica do
material quando em agua ou outros solventes, e servem como ancora para a
funcionalizacdo do CNT com outros NMs (STEFANI et al., 2011). Embora a
expectativa quanto a utilizagdo dos CNTs seja muito alta em diversas areas, ainda
existem muitos desafios a serem superados, principalmente visando a sua aplicagao

em larga escala.

2.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito da oxidagdo quimica dos MWCNT
com acido nitrico (9M a 150 °C) em funcédo do tempo (6 a 48 horas). E se este
tratamento gera nanotubos com maior quantidade de oxigénio na superficie, sem
que ocorra alteragdes estruturais significativas no material, melhorando sua

dispersividade.

2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Oxidagao

O MWCNT foi adquirido da CNT Co. Ltd - Incheon, Coreia do Sul. Eles
possuem didametro de ~ 10 a 40 nm e comprimento de ~ 1 a 25 nm. A oxidacao
quimica do MWCNT foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Cba e
colaboradores (COA et al., 2017), com modificacdes. Inicialmente, 1,0 g de MWCNT
foi adicionado a 200 mL de acido nitrico (HNO3) 9,0 mol L' a 150° C, em sistema de
refluxo. Foram preparadas seis oxidagoes, variando o tempo de refluxo em: 6, 12, 24
e 48 horas. Apds a oxidagdo as amostras foram filtradas a vacuo, utilizando uma
membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com porosidade de 0,2 ym e lavadas com
agua ultrapura até o pH atingir a neutralidade. Apds esse processo as amostras
foram congeladas e liofilizadas. Os materiais obtidos foram denominados nanotubos
de parede multipla oxidados (ox-MWCNT) no tempo de 6, 12, 24 e 48 horas,

respectivamente.
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2.3.2 Caracterizagao

Para a microscopia eletrbnica de varredura (MEV), as amostras foram
preparadas utilizando suspensdes de 10 uyg mL" da amostra dos ox-MWCNT, em
isopropanol. A dispersdo foi sonicada por 10 min, em ultrassom de banho,
depositadas em pastilhas de silicio e secas a temperatura ambiente. As imagens

foram obtidas utilizando o microscépio FEI Quanta 650 FEG, operado a 5 kV.

A estabilidade coloidal dos ox-MWCNT foi analisada utilizando um
espectrofotometro de luz visivel (Multiskan GO, Thermo Scientific, UK), em 400 nm,
apos 0, 30, 60 e 120 min. Os ensaios de potencial zeta foram realizados em ftriplicata
(n = 3) a temperatura ambiente, em um equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90.
Para essas andlises foram preparadas suspensées dos NMs (10 pug mL-') foram
preparadas em agua ultrapura e estas foram dispersas em ultrassom de banho

por 1 hora. A leitura foi feita logo apds o preparo das dispersdes.

Para avaliar o grau de oxidagdo dos ox-MWCNT, foi utilizada a
espectroscopia Raman, a qual é muito utilizada na caracterizacdo de materiais de
carbono. Esses materiais apresentam trés bandas caracteristicas, as bandas
D (1200 a 1400 cm™"), G (1500 a 1600 cm™') e G’ (2500 a 2700 cm-"). Através dessas
bandas pode-se determinar, utilizando a relagdo ID/IG, o grau de desordem dos
carbonos, além de ser um indicador qualitativo de modificagées quimicas no CNT, é
muito utilizada para a determinagédo do grau de oxidagcdo destes materiais
(ANDRADE et al., 2013). Foi utilizado o equipamento Horiba Jobin-Yvon LabRAM
HR800, equipado com um laser de diodo com linha de excitacdo de 532 nm e
poténcia de 50 mW. O espectro, da regido de 500 cm™" a 3500 cm™', foi obtido com
grade de 600 linhas/mm e abertura confocal de 100 ym. O mapa de uma regiao de
30x30 um?2, com 25 pontos, incremento de 5 um, foram coletados com tempo de
aquisicdo de 5 segundos, e 5 acumulagbes. A analise dos espectros foi realizada
pelo calculo da area sob a curva dos espectros referentes a banda D (1240 a
1460 cm™") e da banda G (1480 a 1700 cm™') das amostras. Em seguida foi calculado

a razao ID/IG.

Para quantificar a extensédo da oxidacdo do ox-MWCNT foi utilizada a analise
termogravimétrica (TGA), monitorando a quantidade relativa de grupos oxigenados
nas superficies do material. Os testes (n = 3) foram feitos sob ar sintético a
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100 mL min-' e de 5 °C min"' em um analisador termogravimétrico PerkinElmer Pyris
1 (Norwalk, CT) com temperatura iniciando em 20 °C e chegando a 800 °C. As
extensdes de modificacdo da superficie dos ox-MWCNT foram determinadas por
espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raios-X (XPS). Os testes foram feitos
em um espectrdbmetro Thermo Fisher Scientific K-Alpha (Waltham, MA). A presséao
na camara foi de aproximadamente 10 a 7 Pa e o método de Shirley foi utilizado
para subtragdo de “background”. Os espectros exploratorios foram obtidos em trés
areas por amostra, com resolugao espacial de 400 um e energia de 200 eV.

Para avaliar a quantidade de debris gerados pela oxidagdo do MWCNT foi
feita uma dispersdo de 1 mg mL" do ox-MWCNT em 0,1 molar de NaOH. Essas
amostras foram sonicadas por 2 min em ultrassom de banho, em poténcia maxima,
seguida de agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Apds esse periodo as
amostras foram filtradas em filtro seringa de celulose de 0,2 um e a absorbéancia foi
medida em espectrofotometro de UV-Vis (Multiskan GO, Thermo Scientific, UK) a
400 nm.

2.4 Resultados e Discussao

O uso de HNO3 em altas temperaturas € importante para a criagdo de grupos
funcionais na superficie do MWCNT. A presenca desses grupos € crucial para a
estabilizacdo e dispersdo do MWCNT em agua, e de extrema importancia para sua
aplicagao, tornando possivel o manuseio e uso deste material em ambientes
aquosos e fisioldgicos, tornando-os entdo adequados para uma variedade de
aplicagdes, como funcionalizacdo, avaliacdo de toxicidade, e estudos ambientais
(STEFANI et al., 2011; ANDRADE et al., 2013). No entanto, além da funcionalizag&o
dos MWCNT, a caracterizagdo fisico-quimica integrada deste material, apos a
purificacdo e modificagdo quimica, € um ponto critico a ser abordado, a fim de
melhorar a qualidade e relevancia dos dados obtidos (FADEEL et al., 2015). Para
caracterizar o MWCNT diversas técnicas foram utilizadas, apds o processo de

oxidagao.

Para avaliar os defeitos estruturais criados na superficie dos ox-MWCNT,

devido a oxidagao, foi utilizada a microscopia Raman. Através da Figura 4 A,
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podemos observar o perfil dos espectros Raman dos ox-MWCNTSs. Através da razao
ID/IG é possivel notar que o aumento do tempo de oxidagao leva a um aumento na
raz&do ID/IG (Figura 4 B). O aumento da intensidade da banda D, pode ser atribuido
a mudancas estruturais dos ox-MWCNT causada pela oxidacdo. O mesmo foi
observado por Andrade et al. (2013) ao aumenta a temperatura de oxidagao para

nanotubos de carbono.

Figura 4 - (A) Espectro Raman e (B) relagédo Id/lg dos ox-MWCNT nos tempos de 6, 12, 24 e
48 horas
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Para quantificar o grau de oxidagao das amostras foi utilizado o TGA e XPS.

A Figura 5 A refere-se a curva de decomposi¢cdo dos ox-MWCNTs, em funcdo do
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aumento da temperatura. Os grupos funcionais criados pela oxidagdo se
decompdem em temperaturas de até 400 °C (SILVA et al.,, 2012). Portanto, as
perdas de massa por TGA nesta temperatura, observadas na Figura 5 B, sao
relativas ao numero de grupos oxigenados nas superficies dos nanotubos de
carbono. No entanto, os percentuais de perda de massa ndo mostraram relacéo
direta com o tempo de oxidacdo, indicando uma baixa sensibilidade da TGA para

essa caracterizagao.

Figura 5 - (A) Analise termogravimétrica, curva de perda de peso por temperatura; (B) Porcentagem
de perda de massa a 400 °C das amostras de MWCNT oxidado por 0, 6, 12, 24 e 48 horas
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Em contraste, as diferengas entre os MWCNTs oxidados foram avaliadas com
sucesso por XPS (Figura 6 A), sendo possivel calcular as proporgdes atdbmicas de
oxigénio dos picos de O 1s (aproximadamente 530 eV). Enquanto a proporgao de
oxigénio da amostra bruta (ndo oxidada) foi de 0,8% (£ 0,1), a do ox-MWCNTs
aumentaram com o tempo de oxidacdo variando de 6,5% a 11,0% com uma

diferengca menor que 2,5% em todas as situagdes (Figura 6 C).
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Figura 6 — Analise de XPS do ox-MWCNT, oxidado nos tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 horas. (A)
Espectros de levantamento XPS; (B) porcentagem de razdes atdbmicas de oxigénio por XPS
ocupando o pico de O 1s das amostras de ox-MWCNT
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A fim de avaliar a morfologia do ox-MWCNT, e detectar se havia diferengas
entre as oxidacdes, foi utilizado a microscopia eletrénica de varredura das amostras
de 6 e 48 horas. Primeiramente, € possivel observar pela Figura 7 que ndo ouve
outro tipo de particula, que nao nanotubos, confirmando a pureza da amostra.
Também foi possivel observar a tendéncia desse material em aglomerar, e como
estavam enovelados, ndo foi possivel medir os tubos. No entanto foi possivel
observar a presenga de tubos curtos na amostra de ox-MWCNT por 48 horas (Figura
7 B).
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Figura 7 - Imagens de MEV em isopropanol: (A) ox-MWCNT-6, (B) ox-MWCNT-48

O comprimento do CNT é um pardmetro fundamental para estudos
toxicologicos, visto que a penetragdo dos tubos na membrana celular depende do
tamanho (KOSTARELOS, 2008). Por exemplo, Wang et al. (2018) estudaram o
efeito de SWCNT em células epiteliais, macréfagos e E. coli e observaram que, tanto
para macrofagos quando para E. coli, a toxicidade estava relacionada com o

tamanho dos nanotubos.

A dispersédo dos materiais também foi analisada devido a importancia de uma
dispersdo estavel apdés a oxidacdo do NM para os ensaios nanotoxicologicos.
Através das imagens apresentadas na Figura 8 A é possivel observar que as
amostras ndo apresentaram sedimentacado apds o tempo estudado. Além disso, nao
houve mudangas significativas nos valores de absorbancia (Figura 8 C), e os valores
de potencial zeta foram maiores que -30 mV (Figura 8 B), indicando uma
estabilidade coloidal satisfatoria. Wick et al. (2007) estudaram o efeito da
aglomeragao de nanotubos de carbono na citotoxicidade e observaram que, quando
dispersos, os CNTs apresentaram menor toxicidade para células mesoteliais do que
quando agregados. Resultados similares foram encontrados por Davoren et al.
(2007) ao estudar o efeito de CNT em células epiteliais. Esses estudos reforcam a

importancia da dispersdo em estudos nanotoxicolégicos.
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Figura 8 - Estudos de estabilidade coloidal de disperstes de ox-MWCNT. (A) Fotos (B) medidas de
absorbancia e (C) potencial zeta das disperées de ox-MWCNT apés 0, 10, 30, 60 e 120 minutos
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Um dos problemas relacionados ao tratamento acido do CNT €& a geragao de
debris oxidativos. Esses sdo, basicamente, pedacos de carbono amorfo liberados
apos o processo de purificacdo, ou folhas de compostos aromaticos policiclicos
(STEFANI et al., 2011). Através do UV-Vis foi possivel observar, que com o aumento
do tempo de oxidagao, ocorreu um aumento da quantidade de debris oxidativos nas
amostras de ox-MWCNT (Figura 9). Esse material pode influenciar o comportamento
do NTC. Ja existem estudos que comprovam que a presenca de debris oxidativos
pode ajudar na estabilizacdo do NTC em agua e outros solventes (HEISTER et al.,
2010). Andrade et al. (2013) estudaram o efeito da temperatura de oxidagéo dos
MWCNTs na geracdo de debris oxidativos, e em seus estudos observaram que

esses debris eram formados por uma variedade de grupos oxigenados, tais como:
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cetonas, éteres, alcoois, fendis, acidos carboxilicos, quinonas, lactonas e anidridos.
Além disso a temperatura foi um fator critico na formagao de debris oxidativos na
amostra de MWCNT.

Figura 9 - Espectro de UV-VIS de debris oxidativos extraidos do MWCNT apés diferentes periodos
de oxidagao

0,35

0,3

0,25

0.2 | '
0,15
01
0,05 .
L
0 6 12 24 48

Tempo de oxidagao (horas)

Absorbancia (400 nm)

Uma preocupagao quanto a geragao de debris oxidativos é a toxicidade que
este subproduto pode trazer para a amostra. Stéfani et al. (2011) estudaram a
toxicidade dos debris oxidativos em fibroblastos (BALB/c 3T3) e queratindcitos
(HaCaT) na concentragéo de até 100 mg L' e ndo obtiveram resultados negativos
para viabilidade celular. No entanto, Clemente et al. (2017) estudaram a toxicidade
do oxido de grafeno (GO) com e sem debris oxidativos e observaram que a
presenga dos debris aumentou a toxicidade do GO para larvas de zebrafish. A
presencga dos debris aumenta a estabilidade do GO e, portanto, aumenta também a
interacdo com o organismo, explicando a maior toxicidade. Este estudo mostra a
influéncia e as implicagdes dos debris quando adsorvidos na superficie do grafeno,

mostrando que seus efeitos sinérgicos ndo podem ser ignorados.
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2.5 Conclusoes

O aumento do tempo de oxidagdo do MWCNT causou um aumento da
quantidade de grupos oxigenados na superficie do ox-MWCNT. Além disso,
obtivemos amostras com grande estabilidade coloidal. Porém, essas caracteristicas
podem estar relacionadas com a geracao de debris oxidativos durante o processo de
oxidagdo, cujo aumento foi diretamente proporcional ao aumento do tempo de

oxidagao.

Referéncias

ANDRADE, N. F.; MARTINEZ, D. S. T.; PAULA, A. J.; SILVEIRA, J. V.; ALVES, O.
L.; SOUZA FILHO, A. G. Temperature effects on the nitric acid oxidation of industrial
grade multiwalled carbon nanotubes. Journal of Nanoparticle Research, Dordrecht,
v.15,n.7, p. 1761, jul. 2013.

CLEMENTE, Z.; CASTRO, V. L. S. S.; FRANQUI, L. S.; SILVA, C. A.; MARTINEZ, D.
S. T. Nanotoxicity of graphene oxide: Assessing the influence of oxidation debris in
the presence of humic acid. Environmental Pollution, Albany, v. 225, p. 118-128,
jun. 2017.

COA, F.; STRAUSS, M.; CLEMENTE, Z.; RODRIGUES NETO, L. L.; LOPES, J. R;
ALENCAR, R. S.; SOUZA FILHO, A. G.; ALVES, O. L.; CASTRO, V. L. S. S;
BARBIERI, E.; MARTINEZ, D. S. T. Coating carbon nanotubes with humic acid using
an eco-friendly mechanochemical method: Application for Cu(ll) ions removal from
water and aquatic ecotoxicity. Science of The Total Environment, Amsterdam, v.
607-608, p. 1479-1486, dec. 2017.

DAI, H. Carbon nanotubes: opportunities and challenges. Surface Science,
Wisconsin, v. 500, n. 1-3, p. 218-241, mar. 2002.

DAVOREN, M.; HERZOG, E.; CASEY, A.; COTTINEAU, B.; CHAMBERS, G,
BYRNE, H. J.; LYNG, F. M. In vitro toxicity evaluation of single walled carbon
nanotubes on human A549 lung cells. Toxicology in Vitro, Utrecht, v. 21, n. 3, p.
438-448, apr. 2007.

EATEMADI, A.; DARAEE, H.; KARIMKHANLOO, H.; KOUHI, M.; ZARGHAMI, N.;
AKBARZADEH, A.; ABASI, M.; HANIFEHPOUR, Y.; JOO, S. Carbon nanotubes:
properties, synthesis, purification, and medical applications. Nanoscale Research
Letters, New York, v. 9, n. 1, p. 393, 2014.

FADEEL, B.; FORNARA, A.; TOPRAK, M. S.; BHATTACHARYA, K. Keeping it real:
The importance of material characterization in nanotoxicology. Biochemical and
Biophysical Research Communications, New York, v. 468, p. 498-503, 2015.



45

HEISTER, E.; LAMPRECHT, C.; NEVES, V.; TILMACIU, C.; DATAS, L.; FLAHAUT,
E.; SOULA, B.; HINTERDORFER, P.; COLEY, H. M.; SILVA, S. R. P.; MCFADDEN,
J. Higher Dispersion Efficacy of Functionalized Carbon Nanotubes in Chemical and
Biological Environments. ACS Nano, Washington, v. 4, n. 5, p. 2615-2626, may
2010.

HURT, R. H.; MONTHIOUX, M.; KANE, A. Toxicology of carbon nanomaterials:
Status, trends, and perspectives on the special issue. Carbon, New York, v. 44, n. 6,
p. 1028-1033, may 2006.

IIJIMA, S. Helical microtubules of graphitic carbon. Nature, London, v. 354, n. 6348,
p. 56-58, nov. 1991.

KOSTARELOS, K. The long and short of carbon nanotube toxicity. Nature
Biotechnology, New York, v. 26, n. 7, p. 774-776, jul. 2008.

SILVA, W. M.; RIBEIRO, H.; SEARA, L. M.; CALADO, H. D. R.; FERLAUTO, A. S;;
PANIAGO, R. M.; LEITE, C. F.; SILVA, G. G. Surface properties of oxidized and
aminated multi-walled carbon nanotubes. Journal of the Brazilian Chemical
Society, Sdo Paulo, v. 23, n. 6, p. 1078-1086, jun. 2012.

STEFANI, D.; PAULA, A. J.; VAZ, B. G; SILVA, R. A.; ANDRADE, N. F.; JUSTO, G.
Z.; FERREIRA, C. V.; FILHO, A. G. S.; EBERLIN, M. N.; ALVES, O. L. Structural and
proactive safety aspects of oxidation debris from multiwalled carbon nanotubes.
Journal of Hazardous Materials, Amsterdam, v. 189, n. 1-2, p. 391-396, may
2011.

WANG, X.; LEE, J.-H.; LI, R.; LIAO, Y.-P.; KANG, J.; CHANG, C. H.; GUINEY, L. M;;
MIRSHAFIEE, V.; LI, L.; LU, J.; XIA, T.; HERSAM, M. C.; NEL, A. E. Toxicological
Profiling of Highly Purified Single-Walled Carbon Nanotubes with Different Lengths in
the Rodent Lung and Escherichia Coli. Small, Weinheim, v. 14, n. 23, p. 1703915,
jun. 2018.

WICK, P.; MANSER, P.; LIMBACH, L. K.; DETTLAFF-WEGLIKOWSKA, U,
KRUMEICH, F.; ROTH, S.; STARK, W. J.; BRUININK, A. The degree and kind of
agglomeration affect carbon nanotube cytotoxicity. Toxicology Letters, Amsterdam,
v. 168, n. 2, p. 121-131, jan. 2007.



46



47

3 SINTESE E CARACTERIZAGAO DO NANOMATERIAL HIiBRIDO TiO2-MWCNT
COM ATIVIDADE FOTOCATALITICA APRIMORADA

3.1 Introducao

A nanotecnologia envolve um amplo espectro de areas de pesquisa e
atividades industriais, desde ciéncias fundamentais (fisica, quimica e biologia) até
ciéncias aplicadas (eletrbnica e materiais). A area ambiental € uma que vem se
beneficiando destas tecnologias, as NPs vém demonstrando desempenho promissor
na remogao de poluentes e/ou na mitigagao da toxicidade (LIU, 2006).

Desde sua descoberta em 1991 (I[JIMA, 1991), os nanotubos de carbono
atrairam atencdo de varias comunidades cientificas. Eles possuem propriedades
unicas como alta resisténcia, rigidez, condutividade térmica, elétrica e grande area
superficial (KOSTARELOS, 2008). Assim, vem inspirando tecnologias inovadoras na
area ambiental, podendo ser utilizados como adsorventes, catalisadores, filtros e
membranas (UPADHYAYULA et al., 2009). Varios estudos ja demonstraram o
potencial do CNT como adsorventes para a remoc¢ao de diversos tipos de poluentes,
organicos e inorganicos, como: 1,2-diclorobenzeno (PENG et al.,, 2003),
trihalometanos (LU; CHUNG; CHANG, 2005), varios ions metalicos (LI et al., 2002,
2003; LU; LIU, 2006), entre outros. As propriedades de adsorcdo dos CNTs
dependem de diversas caracteristicas, como: pureza, porosidade, grupos funcionais
de superficie, area superficial, densidade e do tipo de CNTs (aberto, fechado, de
paredes multiplas, etc.). Além disso, sua capacidade de adsorgdo pode ser
aumentada através de modificagdbes em sua superficie, como a oxidagao. Essas
modificagdes alteram as propriedades da superficie dos CNTs, tais como area, carga
de superficie, hidrofobicidade e dispersao facilitando e aumentando a interagcido com
o poluente (IHSANULLAH et al., 2016).

Outro NM que vem sendo amplamente empregado na area de
descontaminagdo ambiental € a nanoparticula de didxido de titanio (TiO2). Utilizando
processos oxidativos avangados (POAs), o TiO2 pode fazer a eliminagao de muitos
compostos organicos toxicos em aguas residuais, ar e solo. O principio dos POAs
€ o uso de um semicondutor como fotocatalisador (ex. TiOz2), para produzir radicais

hidroxilas em agua, sendo este um oxidante muito poderoso, capaz de oxidar uma
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ampla gama de compostos organicos (DAGHRIR; DROGUI; ROBERT, 2013).
Atualmente, o processo fotocatalitico, utilizando o TiO2, sob irradiacédo ultravioleta
(UV) tem sido extensivamente aplicado para a oxidagdo de varios poluentes
organicos e inorganicos (CHATTERJEE; DASGUPTA, 2005; FUJISHIMA; ZHANG,
2006; BINAS; VENIERI; KOTZIAS, 2017; PUEYO et al., 2017).

Na fotocatalise, a luz, com energia maior que a da banda de condugao do
semicondutor, excita um elétron da banda de valéncia para a banda de conducéo,
gerando um “buraco” positivo na banda de valéncia. Os “Buracos” positivos podem
oxidar OH" ou a agua na superficie do semicondutor, produzindo radicais hidroxila
(OHe), que podem posteriormente oxidar espécies organicas. Além disso, os elétrons
na banda de condugédo podem ser rapidamente capturados pelo oxigénio molecular
adsorvido na particula de titdnio, sendo reduzidos, formando o radical superdxido
(O27) que pode reagir com H* para gerar o radical hidroperoxila (OOH¢), que por
reducédo eletroquimica pode produzir peroxido de hidrogénio (H202). Essas espécies
reativas de oxigénio também podem contribuir para as vias oxidativas, como a
degradagao de um poluente (PELAEZ et al., 2012).

Duas limitagbes significativas para esse processo sdao a quantidade de
energia necessaria para ativar a fotocatalise, de aproximadamente 3,2 eV, fazendo-
se necessario o uso de luz UV (abaixo de 380 nm) para a ativagao do TiO2 (DAIMEI
CHEN et al., 2007), e a recombinagao do elétron excitado, diminuindo a geragao de
espécies reativas e consequentemente a eficiéncia do processo (SCHNEIDER et al.,
2014). Estudos recentes indicam que a combinagdo entre TiO2 com MWOCNT
aumenta significativamente a eficiéncia fotocatalitica do material. O processo de
adsorcao é fundamental na degradacdo de poluentes organicos. O MWCNT pode
adsorver poluentes, devido a sua grande area superficial especifica e locais ativos
de alta qualidade. Além disso, quando o TiOz interage com MWCNT ha melhoras na
separacao entre as bandas e ocorre o transporte mais eficiente do elétron excitado,
diminuindo a taxa de recombinagdo, a energia necessaria para a excitagdo do
elétron e aumentando a produgdo de radicais reativos (Figura 10). Como
consequéncia, o nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT, possui maior eficiéncia
fotocatalitica, podendo ocorrer com ativagcédo da luz visivel (MIANDOAB; FATEMI,
2015).
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Figura 10 - Mecanismo proposto para a atividade fotocatalitica do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT
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A sintese de nanomateriais hibridos, como o TiO>-MWCNT pode ser feita a
partir de dois métodos de funcionalizagdo: covalente e n&o covalente. Ambas
possuem vantagens e desvantagens. A nao covalente interfere pouco nas
propriedades e estrutura do MWCNT, sendo os grupos funcionais mantidos por
forcas de van der Waals. A desvantagem € que este tipo de ligacdo é fraca e,
portanto, os grupos podem ser separados com facilidade. No caso da
funcionalizagdo covalente, devem ser criados grupos funcionais na superficie do
MWCNT, procedimento feito através da oxidacdo do material, causando a introducao
de defeitos em sua estrutura. Este tipo de funcionalizagado garante uma ligagao mais
forte com os grupos funcionais (HIRSCH, 2002; BALASUBRAMANIAN;
BURGHARD, 2005). A escolha do tipo de sintese depende da aplicagdo do material

a ser desenvolvido.

A obtengao do TiO2-MWCNT pode ocorrer por uma gama de métodos, desde
simples, como a mistura mecéanica, até os mais complexos, como deposi¢cao de
vapor quimico e “electrospinning”. Os mais comumente utilizados sdo a sintese sol-

gel e deposigdo hidrotérmica (YEN et al., 2008). Ambas as técnicas produzem
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hibridos com eficiéncia fotocatalitica aprimorada, porém, demandam tempo,
solventes, controle de pH e temperatura. Um método promissor para a
funcionalizagdo de CNT é o método mecanoquimico. Neste procedimento a energia
mecanica pode ser transformada em for¢a motriz para a modificagdo quimica de
estruturas solidas. Ele é geralmente realizado na auséncia de qualquer solvente,
portanto, pode ser considerado um método simples, de baixo custo e “eco-friendly”

para a funcionalizacdo de nanomateriais (MUNOZ-BATISTA et al., 2018).

3.2. Objetivo

Este capitulo tem como objetivo sintetizar um nanomaterial hibrido, composto
por nanoparticulas de TiO2 e MWCNT oxidado, com atividade fotocatalitica

aprimorada, através do método mecanoquimico (moagem).

3.3 Materiais e Métodos
3.3.1 Sintese do TiO2-MWCNT

As nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2, Aeroxide - P25) foram
adquiridas da Degussa Evonik, e sdo constituidas de 20% rutilo e 80% anatase,
possuem tamanho primario de 25 nm, area superficial de 50 m?g' e 99% de pureza.
O MWCNT foi adquirido da CNT Co. Ltd - Incheon, Coreia do Sul. Esse material foi
sintetizado através de deposicdo quimica de vapor e possui uma distribuicido de

comprimento de 1 a 25 ym e de 10 a 40 nm de diametro.

Antes da sintese do nanohibrido foi realizado a oxidacdo do nanotubo de
carbono realizada por 12 horas em &acido nitrico (HNO3z — 9,0 mol L"), sob sistema
de refluxo, como descrito no capitulo 1 desde documento, sendo denominado ox-
MWCNT.

Para a sintese do nano-hibrido o0 ox-MWCNT foi decorado com TiOz2 (Aeroxide
- P25) por moagem manual, utilizando um almofariz e pistilo durante 15 minutos. O
NH foi preparado em duas proporgdes, sendo 100 mg de TiO2 com 30 mg de ox-
MWCNT (10:3) e 100 mg de TiO2 com 10 mg de ox-MWCNT (10:1).
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3.3.2 Caracterizagao do TiO2-MWCNT

Para avaliar a interacao entre o ox-MWCNT com o TiO2, e a morfologia das
amostras foram utilizadas as técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV),
com o equipamento SEM-FEG FEI Inspecionar F50 e a microscopia eletrénica de
transmissao (TEM), com o equipamento JEOL JEM 2100F TEM-FEG (tenséao
de 200 kV, Spot Size 1, Alpha Selector 3). Para a TEM, as amostras foram
preparadas em agua reconstituida e, adicionadas em grades de cobre revestidas de
carbono (malha 400). Ja para o MEV, as amostras foram preparadas em alcool
isopropilico e, 3 microlitros da amostra foi adicionado sobre uma placa de silicio e a

analise foi realizada apds secagem completa do material.

Para analisar a estabilidade térmica das amostras foi utilizada a analise
termogravimétricas (TGA). Foi utilizado o instrumento STA 449 F3 Jupiter @
(NETZSCH, Selb, Alemao), utilizando ar sintético (50,0 mL min') com taxa de

aquecimento de 5 °C min-' até a temperatura de 750 °C.

As propriedades oticas das amostras foram investigadas através da
espectroscopia Raman. As amostras foram preparadas a partir de uma solugao
estoque de 1 mg L' em agua ultrapura. Amostras de 100 uL desta dispersao foram
acondicionadas em um porta-amostra de fluoreto de célcio. Apdés a secagem, os
espectros foram obtidos, a temperatura ambiente, utilizando o equipamento Horiba
Jobin-Yvon LabRAM HR800, equipado com laser de diodo (A = 532 nm). Em cada
amostra foram medidos 25 pontos distintos, e o deslocamento Raman foi obtido
entre 200 a 3500 cm-".

3.3.3 Ensaio de Atividade Fotocatalitica

A atividade fotocatalitica do TiO2-MWCNT (10:3 e 10:1) foi avaliada através
da decomposig¢ao do corante azul indigo (n ° 18, Guarany Ind.), em condigbes de luz
visivel e UV. Este estudo foi feito em placas de 24 pogos, a 28 °C e em agua
reconstituida (composta de: 60,0 mg L' de CaS04.2H20, 60,0 mg L' de MgSOs,
96,0 mg L' de NaHCOs3 e 4,0 mg L' de KCI), a fim de mimetizar as condigbes

utilizadas nos ensaios de toxicidade (que serdo descritos no capitulo 3). A luz foi
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fornecida a partir de ldmpadas fluorescentes padrao (Phillips, 40 W), e a irradiagao
UV fornecida por lampadas de 40 W UVA340 Q-Panel®. As condi¢des de iluminagao
foram as mesmas utilizadas em estudos anteriores com TiO2 (CLEMENTE et al.,
2014b).

A concentragdo do corante utilizada foi de 0,25 mg L' e a concentragdo do
NH na solugdo corante foi de 0,5 g L' (KUO, 2009; WU; KUO; CHEN, 2013; HAMID
et al., 2014; KAMIL et al., 2018). Inicialmente, a fim de alcangar o equilibrio de
adsorcao (KIM; CHOI, 2015), o TiO2-MWCNT foi adicionado a solugdo do corante e
mantido em sonicagdo, no escuro, por 30 min. Apds esse periodo, a solucao foi
irradiada com luz UV e visivel por 60 min. Uma amostra controle mantida no escuro.
Apo6s 60 minutos, as amostras foram coletadas e entdo centrifugadas a 8000 xg
(centrifuga Hitachi - F16RxIl) por 15 min e colocadas em uma placa de 96 pogos. A
absorbancia para cada amostra foi registrada por espectroscopia UV-Vis, no
comprimento de onda de 580 nm. A eficiéncia de descoloragao foi calculada pela

razao entre a exposicao a luz e ao escuro.

3.3.4 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software Graphpad Prism
v.5. Para analisar a atividade fotocatalitica dos materiais, considerando a interacao
entre as condi¢des de iluminagao (luz visivel e ultravioleta) e os grupos de exposi¢cao
(TiO2, TiO2-MWCNT 10:3 e TiO2-MWCNT 10:1), foi utilizado ANOVA de duas vias.
Para a comparagao dos grupos, foi empregado o pos-teste de Bonferroni, adotando
nivel de significancia de 5%. A normalidade dos dados foi determinada usando o
teste de Shapiro-Wilk.

3.4 Resultados e Discussao
3.4.1 Caracterizagao do Nanohibrido TiO2-MWCNT

A distribuicdo homogénea de TiO2 na superficie do ox-MWCNT tem um papel
importante na atividade fotocatalitica (CAO et al., 2013). Portanto, para a analise de

TEM o material foi preparado em agua reconstituida, a fim de avaliar se os sais
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presentes neste meio de cultura, utilizado nos ensaios de toxicidade, influenciou na
morfologia das amostras, ou na distribuicdo do TiO2 No entanto, as imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV — Figura 11 A) e transmisséo (TEM —
figura 11 C e D) do TiO2-MWCNT 10:1 (Figura 11 A) e 10:3 (Figura 11 B) mostraram
morfologias similares, demonstrando a interagdo entre o TiO2 e 0 ox-MWCNT. As
imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolugdo (HRTEM)
também foram obtidas. O padrao de transformada rapida de Fourier (FFT) mostra os
pontos de difracdo de 101, 103, 200 e 211, que correspondem aos espacamentos
interplanares de 3,5, 2,4, 1,8 e 1,6 A, respectivamente, confirmando a presenga do
TiO2 anatase (Figura 11 D). Considerando que, o ponto de difracdo 002 corresponde
ao espacamento interplanar 3,6 A confirmamos a presenca do ox-MWCNT,
indicando que o TiO2 esta decorado na superficie do ox-MWCNT.

Figura 11 - Imagens de SEM em isopropanol: (A) TiO2-MWCNT (10:1), (B) TiO2-MWCNT (10:3).
Imagens de TEM e HRTEM em agua reconstituida: (C) TiO2-MWCNT (10:1), (D) TiO2-MWCNT (10:3)

e transformada de Fourier (FFT) correspondente, calculada a partir da area marcada com quadrados
amarelos e vermelhos para TiO2 e MWCNT, respectivamente
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Para analisar a estabilidade térmica dos materiais estudados foi utilizado a
analise termogravimétrica. De acordo com a Figura 12, podemos observar que o
TiO2 n&o apresenta perda significativa de peso, apresentando estabilidade térmica a
750 °C. Para o ox-MWCNT, foi observado uma perda de massa de 5% até 400 °C,
esta perda é referente a queima dos grupos oxigenados da amostra (SILVA et al.
2012), a rampa de degradagao do material ocorreu entre 510 e 740 °C. No entanto,
o TiO2-MWCNT (10:1 e 10:3) apresentou eventos de perda de peso iniciados em
temperaturas mais altas (580 a 650 °C), este fato € um indicativo que a ligagcéo entre
o TiO2 e 0 ox-MWCNT esta ocorrendo nos grupos oxigenados, corroborando com o0s
dados da literatura (DA DALT; ALVES; BERGMANN, 2013). Além disso, a partir de
650 °C ndo houve perda significativa de massa no hibrido, indicando somente a
presenca de TiO2. Deste modo a perda de peso total no caso do TiO2>-MWCNT foi
proporcional a quantidade de ox-MWCNT em cada amostra, cerca de 10% e 30%

para 10:1. e 10:3, respectivamente.

Figura 12 - Andlise termogravimétrica (TGA) do ox-MWCNT, TiOz e TiO>-MWCNT (10:3 e 10:1)
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Os espectros Raman das amostras sdo apresentados na Figura 13 A. O pico
observado em 326 cm™', em todos os nanomateriais, é referente ao porta-amostra,
composto de fluoreto de calcio. O ox-MWCNT apresenta quatro picos distintos em
1350, 1581, 1611 e 2685 cm', representando as bandas D, G, D' e G,
respectivamente. Para a nanoparticula de TiO2 os modos de vibragdo da fase
anatase sdo observados em 399, 516 e 640 cm™' enquanto que para a fase rutilo em

440 cm-', estando de acordo com valores reportados na literatura (AN et al., 2018).

Os mesmos picos observados no ox-MWCNT e TiO2 podem ser encontrados
no espectro do TiO2-MWCNT. No entanto, os TiO>-MWCNTs (10:1 e 10:3)
apresentam uma alteracido nas intensidades dos picos para rutilo e anatase, tendo a
intensidade de rutilo aumentado significativamente para ambos os TiO2-MWCNT.
Orge et al. (2017), estudaram a atividade fotocatalitica de nanomateriais hibridos de
TiO2 e MWCNT sintetizados por moagem, e também observaram que a moagem
promove um aumento da fase Rutilo. A agdo mecanica durante a sintese promove a
deformacdo e inducdo de defeitos nos nanomateriais, podendo ocorrer a
transformacao da fase anatase em rutilo (CARNEIRO et al., 2014; XIAOYAN et al.,
2004).

A proporc¢éo das areas integradas das bandas D e G no espectro Raman tem
sido amplamente utilizada como uma medida da qualidade dos CNT. A razéo entre
as intensidades das bandas D e G esta apresentada na Figura 13 B. Nao houve
diferencgas significativas na razéo ID/IG Ao comparar os hibridos com o ox-MWCNT.
No entanto, é possivel observar uma tendéncia a uma maior razao ID/IG para os
hibridos. Isto poderia indicar uma maior quantidade de ligagdes quimicas entre
carbono e TiO2, podendo ser interpretado como formacdo de defeitos, ou seja,
ligagdes de interface entre TiO2 e ox-MWCNT, proveniente do processo de obtengao
(GUERRA-NUNEZ et al., 2015).
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Figura 13 - (A) Espectro Raman dos nanomateriais ox-MWCNT, TiO2, TiO2-MWCNT (10:1 e 10:3).
(B) Relagao ID/IG das amostras Ox-MWCNT e TiO2-MWCNT (10:1 e 10:3)
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3.4.2 Atividade Fotocatalitica

A atividade fotocatalitica do TiO2 e TiO2-MWCNT foi avaliada pela degradacao
do corante indigo blue. Os resultados mostraram que o TiO2-MWCNT foi mais
eficiente para a degradagao do corante do que o TiO2 em condigdes de iluminagéo
visivel e exposigdo a UV (p <0,001) (Figura 14). Além disso, a exposi¢cao aos raios
UV foi mais eficiente para a fotocatalise para todas as particulas estudadas
(p <0,001). Nao houve diferenga significativa entre o TiO2-MWCNT 10:1 e 10:3.

Muitos autores estudaram a atividade fotocatalitica do TiO2-MWCNT, no
entanto poucos utilizaram a mecanoquimica como via para a sintese do material.
Kuo (2009) e Orge et al. (2017) estudaram a atividade fotocatalitica do

TiO2-MWCNT, sintetizado por métodos mecanoquimicos, e seus resultados
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corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, indicando uma maior
eficiéncia do TiO2-MWCNT quando comparado com a nanoparticula de TiOz2.
Portanto, a sintese por vias mecanoquimicas € um método eficaz para melhorar o
desempenho do TiO2-MWCNT. Adicionalmente, o método é simples, de baixo custo
e nao requer mao de obra especializada, o que € uma vantagem para aplicagéo

industrial.

Outro passo importante neste estudo foi a utilizagdo da agua reconstituida
nos ensaios de atividade fotocatalitica. De nosso conhecimento este € o primeiro
trabalho que ndo usa agua ultrapura para ensaios de atividade fotocatalitica. Nos
ensaios de toxicidade e no ambiente os nanomateriais irdo interagir com diversos
compostos, como: sais, matéria organica, proteinas, entre outros. Tudo isso pode
alterar o mecanismo de acao da particula e, portanto, ensaios em condicbes mais
realistas sao extremamente importantes para o conhecimento dos possiveis efeitos
deste material no ambiente ou nos ensaios utilizados. Os resultados mostraram que
mesmo com a presenca dos sais na agua reconstituida o NH apresentou atividade

fotocatalitica aprimorada, inclusive sob as condigdes de luz visivel (Figura 14).

Figura 14 - Estudo fotocatalitico do TiO2 e TiO2-MWCNT (10: 3 e 10: 1) sob luz visivel e UV. Tempo
de irradiagao: 60 minutos. média £ erro padrao
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3.5 Conclusoes

Neste estudo o0 método mecanoquimico (moagem) foi eficaz para a sintese do
TiO2-MWCNT (10:1 e 10:3) a partir de NP de TiO2 e MWCNT oxidado, gerando
amostras com boa distribuicdo do TiO2 no MWCNT oxidado. E, ambas as sinteses
(10:1 e 10:3) apresentaram atividade fotocatalitica superior ao da nanoparticula de

TiO2, para luz visivel e UV.
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4 AVALIAGAO DA TOXICIDADE DO NANOMATERIAL HiBRIDO TiO2-MWCNT
EM EMBRIOES DE DANIO RERIO (ZEBRAFISH)

4.1 Introducgao

Embora beneficios claros sejam esperados do surgimento continuo de
produtos que utilizam da nanotecnologia, é crescente a preocupagdo quanto aos
perigos que as NP possam ter na saude humana e ambiental. A associagao de CNT
e TiO2 tem mostrado aplicagdes promissoras na degradacéo de diversos poluentes
(CHEN; ZHANG; OH, 2008; YAO et al., 2008; CHEN et al., 2011; SAMPAIO et al.,
2015), demostrando a importancia desse material na remediacdo ambiental.
Portanto, a producdo desses NH tem sido cada vez mais incentivada.
Consequentemente, as preocupacgdes quanto a sua toxicidade quando liberado no
meio ambiente vem crescendo. Varios estudos que evidenciam os beneficios do uso
de TiO2-CNT (ZOUZELKA et al., 2016; CHAUDHARY et al., 2017; NATARAJAN et
al., 2017; RHOUATI et al., 2018). Contudo, ainda ndo ha publicagcbes sobre sua
ecotoxicidade.

Um modelo que tem se mostrado atraente para a triagem rapida dos efeitos
nanotoxicologicos de varios tipos de NM, incluindo CNTs e TiO2, € o peixe
ornamental Danio rerio, também conhecido como zebrafish ou paulistinha (DAI et al.,
2014; FANG et al., 2015; CHAKRABORTY et al., 2016). Por exemplo, Clemente et
al. (2014b) estudaram o efeito do TiO2 sobre o Danio rerio e observaram que apods a
exposicao a luz ultravioleta houve um aumento na taxa de mortalidade e de efeitos
subletais, como eclosao precoce, problemas no desenvolvimento e alteragdes no
equilibrio. Recentemente, Shih et al. (2016) relataram os efeitos do TiO2 na ecloséo
do zebrafish e sugeriram que baixas concentra¢cdes desse material, pode promover
eclosdo, enquanto concentragdes mais elevadas retardam. Além disso, estudos com
CNTs sugeriram que caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho e agregacgéao,
podem afetar fortemente o desenvolvimento de embrides de zebrafish (CHENG,;
CHENG, 2012; FILHO et al., 2014).

Danio rerio, comumente conhecido como paulistinha aqui no Brasil, € um
pequeno peixe de agua doce tropical que vive nas bacias hidrograficas da india,

Paquistdo, Nepal, Butdo e do sul da Asia. Pertence a familia dos Cyprinidae, da
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ordem dos Cypriniformes. Os adultos possuem entre 4 e 5 cm de comprimento e,
portanto, podem ser facilmente manejados em grande numero no laboratério, sua
manutencgao é relativamente facil e barata. Eles possuem uma alta taxa reprodutiva,
podendo liberar centenas de ovos em um unico dia. Apds a fertilizacdo o embrido se
desenvolve rapido, eclodindo em aproximadamente 72 h (Figura 15). Além disso, o
ovo € transparente, facilitando a visualizagdo direta de processos de
desenvolvimento, incluindo estrutura e fungao de 6rgéos e tecidos (HILL et al., 2005;
LIN et al., 2013; CHAKRABORTY et al., 2016).

Figura 15 Estagios de desenvolvimento do peixe Danio rerio
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As principais vantagens do uso deste modelo incluem a capacidade de avaliar
respostas em um organismo inteiro, 70% de similaridade genética a mamiferos
(HOWE et al., 2013), além de disponibilidade de cepas geneticamente manipuladas.
Grandes esforgos foram feitos para incorporar o principio de reducéo, refinamento e
substituigdo (3Rs) no FET (teste com embrides de peixes - “fish embryo test”) como
uma alternativa para substituir o teste em animais em peixes adultos / juvenis. Este
teste destina-se a determinar a toxicidade aguda de substéncias quimicas em
estagios embrionarios de peixes (OECD, 2013), onde, devido ao estagio inicial do
desenvolvimento do sistema nervoso, considera-se que nem a dor, nem o
desconforto, possam ser percebidos. De acordo com a Diretiva Europeia
2010/63/EU, a alimentacado ativa é considerada como o estagio a partir do qual as
larvas de vida livre estdo sujeitas aos regulamentos para a experimentagdo animal.

Portanto, os embrides de zebrafish ndo sdo considerados de acordo a esta norma.

O zebrafish ja € amplamente utilizado para pesquisa biomédica e toxicologica,
com protocolos internacionalmente aceitos para seu uso em estudos de biologia do
desenvolvimento e toxicidade (OECD, 2013). Nos ultimos anos, o uso deste modelo
para os ensaios de toxicidade de nanoparticulas vem crescendo exponencialmente.
Isso pois, além de todas as vantagens discutidas acima, muitos parametros podem
ser utilizados para a avaliacdo da toxicidade, tais como taxa de ecloséo,
malformacao, crescimento, danos nas branquias e na pele, comportamento anormal,
toxicidade reprodutiva, mortalidade, entre outros (BRUNDO; SALVAGGIO, 2018).
Portanto, este modelo vem fornecendo uma visdo inestimavel da toxicidade dos
NMs, inclusive substituindo os testes com roedores (VARGAS; PONCE-
CANCHIHUAMAN, 2017; HORIE et al., 2017).

4.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo foi investigar a toxicidade do TiO2-MWCNT em
embrides de zebrafish, sob diferentes condigbes de exposi¢cao (com e sem luz UV),
utilizando os parémetros: mortalidade, deformacédo, edema, crescimento, tamanho
do saco vitelinico, tamanho e organizacdo de fibras musculares e a possivel

biodistribuicdo das nanoparticulas nas larvas.
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4.3 Materiais e Métodos
4.3.1 Caracterizagao da Dispersao do TiO2-MWCNT

O tamanho hidrodinadmico e indice de polidispersividade (Pdl) das particulas
em agua reconstituida foram avaliados pelas medidas do espalhamento dindmico de
luz (DLS) e a carga superficial (potencial zeta, ZP) pelas medidas do espalhamento
de luz eletroforético (ELS). Ambos usando o instrumento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, UK). A agua reconstituida foi preparada de acordo com a
USEPA (US.EPA, 2002). As caracteristicas foram 60,0 mg L' de CaS04.2H20,
60,0 mg L' de MgSOs, 96,0 mg L' de NaHCO3 e 4,0 mg L' de KCI, temperatura
27 + 1 °C, condutividade: 600 + 10 uS cm", dureza: 5 °dGH, pH 7,5 + 0,5 e teor de
oxigénio dissolvido (DO): 6,0 + 0,6 mg L.

4.3.2 Avaliacao da Toxicidade

Embrides de D. rerio (tipo selvagem) foram obtidos do Laborat6rio Nacional
de Biociéncias (LNBio), CNPEM, Campinas, Brasil. O ensaio de toxicidade
baseou-se nas diretrizes da OECD TG 236 (OECD, 2013), os procedimentos de
manejo dos animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso Animal da
Embrapa Meio Ambiente (CEUA-EMA, protocolo numero 006/2015). Um dia antes
do experimento, peixes machos e fémeas (2:1, respectivamente) foram colocados
separadamente durante a noite, no mesmo tanque de criacdo. Na manha do ensaio,
antes de acender as luzes, o divisor foi removido e 0s peixes comegaram a se
reproduzir. Os embrides foram coletados, 1 hora pos-fertilizagcédo, lavados com agua
reconstituida e os ovos viaveis foram selecionados sob um estereoscoépico.
Os organismos foram expostos em grupos de 24 individuos, por 96 horas, nas
concentragdes de 30,0, 100,0, 130,0 e 110,0 mg L' de ox-MWCNT, TiO2, TiO2-
MWCNT (10:3) e TiO2-MWCNT (10:1) em placas de poliestireno de 24 pogos.

Os embrides foram mantidos individualmente em volumes de 2,0 mL da
suspensao por 96 horas, a 28 + 1 ° C. Sob duas condicdes de iluminagao, luz visivel
e ultravioleta (UV) com fotoperiodo de 16/8 h (claro / escuro). A luz visivel foi
fornecida a partir de lampadas fluorescentes padrao (Phillips, 40 W) e a UV foi
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fornecida usando lampadas UWAS340 Q-Panel® de 40W, ambas posicionadas
80 cm acima da superficie de exposicdo a agua. A dose de exposicdo a UV no
ensaio foi de 1,45 J/cm?/h (97% de UVA e 0,06% de UVB), a mesma utilizada por
(CLEMENTE et al., 2014b).

Os embrides e larvas foram examinados sob um estereomicroscopio (Stereo
Discovery V20, Zeiss) a cada 24 horas. No final do periodo de exposigao, as larvas
vivas foram fotografadas e medidas usando o Software Axion Vision. As medidas do
tamanho das larvas foram realizadas desde o inicio do olho até a ponta da cauda, e

o didmetro para o tamanho do saco vitelino (Figura 16).

Figura 16 Esquema de como é feita a medigéo das larvas de Danio rerio

I Tamanho da larva [l Tamanho do saco vitelinico

Fonte: Do autor

O tecido muscular e o comprimento dos sarcémeros das larvas expostas
(96 h) também foram analisados, por microscopia confocal. Uma vez que os
embrides de D. rerio produzem pigmentagao por volta de 1 dia apos a fertilizagao,
esta foi removida com solu¢des aquosas de peroxido de hidrogénio (3%) e hidréxido
de potassio (1%), por 15 min a fim de permitir a observagado do sistema muscular
das larvas. Apds a exposicao, as larvas foram coletadas, lavadas com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS), fixadas em 4% de paraformaldeido (PFA) durante a
noite, lavadas novamente com PBS (3 vezes) e mantidas em PBS a 4 °C, no escuro

até a analise no microscopio confocal.

As larvas foram observadas sob um microscépio confocal invertido (Zeiss
LSM 780), com uma lente objetiva de imersdo em 6leo de 40X (abertura numeérica
de 1,3). Utilizou-se um laser pulsado (800 nm, 100 fs) a um comprimento de onda de

excitacdo de 415 nm e um filtro de passo curto para a geragao de segundo
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harménico (SHG). As imagens foram obtidas com o software axion observer e
analisadas com o software ImagedJ. As medidas do comprimento do sarcémero

foram realizadas de acordo com o procedimento, relatado por (HUANG et al., 2011).

4.3.3 Mapeamento e Quantificagao do Ti por uy-XRF

A distribuicdo espacial 2D do Ti foi investigada por microscopia de
fluorescéncia de raios X por p-sonda, empregando um equipamento de bancada
Orbis PC, EDAX. Trés individuos de cada tratamento (expostos apenas a luz visivel)
foram mapeados. Eles foram colocados no topo de uma folha kapton de 7,6 um e
digitalizados usando um feixe de raios X quase circular de 30 ym (em Mo Ka),
fornecido por um tubo Rh e sistema policapilar. A fim de melhorar o sinal para a taxa
de ruido uma folha de Al de 25 um foi usada como filtro primario, a corrente e tensao
do tubo de raios-X foi 400 pA e 40 kV, respectivamente. Fotons de fluorescéncia de
raios X foram detectados por um dispositivo SDD de 50 mm? coberto por uma janela
Be de 12,5 pym, a resolu¢cdo de energia em Mn Ka foi de 140 eV e o “deadtime”
mantido < 3%, o tempo de permanéncia foi de 2 s por ponto. As medi¢cdes foram

realizadas sob ar, usando uma matriz de 50 x 64 pontos.

Usando um disco metalico Ti observamos que nenhuma atenuacao
mensuravel da linha Ti Ka foi causada pelo zebrafish do grupo controle, ou seja, a
amostra que nao possuia TiO2. Assim, o zebrafish foi considerado como um filme
infinitamente fino. Na abordagem de filme fino para andlise quantitativa, a
intensidade de fluorescéncia de raios X (ITi) € o produto entre a concentragéo (CTi)
e a sensibilidade elementar (STi), como mostrado pela Equacéo 1.

ITi = CTi STi Equacéo 1

A sensibilidade do espectrémetro em relacdo ao Ti foi determinada usando
uma pelicula fina de padrdao de calibragdo de 43,3%0,3 ug cm? depositada
sobre um filme mylarTM. A intensidade média da area mapeada do padrao foi de
1406,2+1,0 Cps por pixel. Assim, a sensibilidade elementar do Ti foi de
32,5+0,2 Cps cm? ug'. Usando a equagéo 1, é calculada a concentragdo de Ti por
unidade de area, portanto, transformados os mapas de qualitativos em quantitativos.
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O limite de detecgdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram
determinados pela estimativa do numero de contagens do ”background” das
amostras controle. Foi calculado a média e o desvio padrao (o) das contagens do
detector no canal Ti Ka. O LOD foi calculado como a intensidade meédia do
“background” na regidao de interesses Zn Ka, sendo +30c e LOQ +100. Os valores

encontrados foram LOD = 0,4 yg cm?e LOQ = 1,0 ug cm=.

4.3.4 Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Graphpad
Prism v.5. Para analisar o comprimento, o tamanho do saco vitelino e a taxa de
eclosao, considerando a interagdo entre as condigbes de iluminagéo (luz visivel e
ultravioleta) e os grupos de exposicdo (TiO2, ox-MWCNT, TiO2-MWCNT 10:3 e
TiO2-MWCNT 10:1), foi utiizada ANOVA de duas vias. Para a comparagao dos
grupos, foi empregado o pos-teste de Bonferroni, adotando nivel de significancia de
5%. A normalidade dos dados foi determinada usando o teste de Shapiro-Wilk. Para
a analise do comprimento do sarcémero, empregou-se ANOVA de uma via, seguida

do pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 5%.

4.4 Resultados e Discussao
4.4.1 Caracterizagao da Dispersao de TiO2-MWCNT

A estabilidade da dispersao de TiO2, ox-MWCNT e TiO2-MWCNT em agua
reconstituida foi avaliada através de medidas de DLS (Tabela 1). A diluicdo das NPs
em agua reconstituida aumentou substancialmente o didmetro hidrodindmico de

todas as particulas para um intervalo de 2,0 a 3,0 pm.

A forga ibnica, determinada pelos sais nutrientes na agua reconstituida, pode
afetar a cinética de aglomeracao e a estabilidade dos NMs (WEHMAS et al., 2015).
Essa intensa formagao de agregados e a rapida precipitacdo dos materiais afetaram
a qualidade das leituras, como mostram os altos valores do indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (PZ) obtidos para todas as suspensdes na
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agua reconstituida. Esse comportamento também foi observado por outros estudos
com TiO2 (MA; BRENNAN; DIAMOND, 2012a; PAGNOUT et al., 2012; CLEMENTE
et al., 2014b).

Tabela 1. Diametro médio das particulas em suspensdo (diametro hidrodindmico), indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (ZP) das suspensdes de ox-MWCNT, TiO2 e TiO2-MWCNT
(10:1 e 10:3) em agua reconstituida e agua ultrapura obtida usando DLS e ELS. Os resultados sao
apresentados como a média (+ desvio padrao, n = 3)

Nanoparticulas Didmetro Pdl ZP (mV)
hidrodinamico (d.nm)

ox-MWCNT 3613,00 (£140,62) 0,42 (+0,04) -22,53 (1,19)

© g TiO2 2125,66 (+237,81) 0,28 (+0,01) -10,15 (+0,43)
§’§ TiO2-MWCNT (10:3) 1970,66 (+167,93) 0,49 (+0,07) -24,66 (+0,51)
§ TiO2-MWCNT (10:1) 2668,66 (+224,07) 0,38 (+0,06) -22,23 (+0,15)

m ox-MWCNT 155,90 (+2,02) 0,25 (+0,01) -31,70 (£0,10)
% TiO2 172,03 (+0,83) 0,23 (x0,01) -14,55 (+3,21)
% TiO2-MWCNT (10:3) 227,50 (+3,43) 0,36 (+0,01) -26,30 (+0,52)
é’ TiO2-MWCNT (10:1) 1489,00 (+329,83) 0,85 (+0,25) -23,63 (1,30)

4.4.2 Avaliacao da Toxicidade

Existem varias aplicagdes para materiais fotocataliticos, desde a atividade
antimicrobiana até a remediacdo ambiental. Portanto, um material com uma
atividade fotocatalitica aumentada, baixa toxicidade e baixos custos de producgao

tem um enorme potencial em muitos campos.

Em nossos estudos, o TiO2 e TiO2-MWCNT tendem a aderir ao cérion,
formando uma camada externa branca e preta, impedindo a visao clara do embrido
(Figura 17) e impossibilitando a avaliacdo de malformagdes durante o periodo
embrionario. Esse fato também foi relatado por outros estudos (CHEN; LIN; TSENG,
2011; CLEMENTE et al.,, 2014b), mas ap6s a eclosdo, nado foram observadas

malformagdes ou edemas em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 17 - Embrides de Danio rerio expostos por 48 horas a: (A) Controle, (B) ox-MWCNT; (C) TiOz;
(D) TiO2-MWCNT 10:3 e (E) TiO2-MWCNT 10:1. Larvas de Danio rerio expostas por 96 horas a: (F)
Controle (G) ox-MWCNT; (H) TiO2; (1) TiO2-MWCNT 10:3 e (J) TiO2-MWCNT 10:1

N&do houve mortalidade em nenhum dos grupos estudados. No entanto, as
taxas de eclosdo das larvas variaram entre os grupos expostos a TiO2, sendo
maiores nos grupos expostos a luz visivel em comparagdo ao grupo exposto a luz
UV, apés 48 horas de exposicao (p = 0,0134) (Figura 18 A). Apds 72 horas a taxa de
eclosao foi menor para o grupo TiO2 exposto a luz visivel (p = 0,0220) (Figura 18 B),
e apo6s 96 horas todos os embrides eclodiram.

Figura 18 - Taxa de eclosdo de embrides de D. rerio expostos a TiOz2, ox-MWCNT, TiO2-MWCNT

10:3, TiO>-MWCNT 10:1 sob diferentes exposi¢des a luz. (A) Taxa de ecloséo apds 48 horas. (B)
Taxa de eclosao apés 72 horas. Média + erros padrao
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Andlises estatisticas revelaram que a variavel comprimento total da larva foi
significativamente menor para organismos expostos a nanoparticula de TiOz, sob luz
UV, do que para grupo controle (p <0,001). Tendo uma redugéo de 7,8% em seu

comprimento (Figura 17 B). Também houve interacdo (p <0,0001) entre as
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condigdes de iluminagdo, para o TiO2 e o TiO2-MWCNT 10:3. Clemente et al.
(2014b), também observaram redugdo do comprimento total em larvas expostas a
100 mg L' de TiO2, sob condigdes de luz UV.

Apds 96 horas de exposicdo, foi observado um aumento de 14% no tamanho
do saco vitelino (Figura 19 A) no grupo exposto a TiO2, sob exposicao UV
(p = 0,0002) e 12% no grupo TiO2 sob exposi¢ao a luz visivel (p = 0,0001), quando
comparado ao controle. Esse resultado também foi relatado para medaka
(PATERSON et al., 2011) e zebrafish expostos as nanoparticulas de TiO2 (SAMAEE
et al., 2015). A combinac¢ao entre menor tamanho e aumento do saco vitelino indica
que houve uma eclosdo prematura dos embrides e ndo um desenvolvimento
mais rapido, conforme descrito por varios estudos da literatura (IWAMATSU, 2004;
KASHIWADA, 2006; PATERSON et al.,, 2011; FOUQUERAY et al.,, 2013). No

entanto, o mesmo nao foi observado para organismos expostos ao TiO2-MWCNT.

Estudos anteriores evidenciam que as larvas de zebrafish sdo mais sensiveis
a fototoxicidade do TiO2 do que peixes juvenis e adultos. Dessa forma, embora a
mortalidade n&o tenha sido observada em nosso estudo, o TiO2 causou efeito
adverso nas larvas, o que pode torna-las mais suscetiveis a fatores externos (MA;
DIAMOND, 2013).
Figura 19 - (A) Tamanho do saco vitelino e (B) Comprimento total de larvas de D. rerio expostas

durante 96 horas a MWCNT oxidado, TiO2 e TiO2-MWCNT (10:3) e TiO2-MWCNT (10:1) sob luz
visivel e UV. Média * erros padrao
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Peng et al. (2015) correlacionaram alteragbes em fibras musculares de
embrides de zebrafish, expostos a Arecolina, com a diminui¢gdo no crescimento das
larvas. Além disso, estudos in vitro e in vivo realizados por Savi et al. (2014)
mostraram que o TiO2 pode causar encurtamento de sarcomero em midcitos
ventriculares de ratos. Portanto, para avaliar se o encurtamento das larvas poderia
ser explicado por alteracbes de fibras musculares somiticas, foi realizada uma
analise confocal com geragao de segundo harmoénico de alta resolugdo. No entanto,
nao foi observado desarranjo nas fibras, e ndo houve diferengas no comprimento do

sarcdOmero, em nenhum dos tratamentos (Figura 20).

Figura 20 - Comprimento do sarcomero. (A) Esquema ilustrativo de um sarcémero. (B) Geragéo de
segunda harménica (SHG) de alta resolugao dos musculos do peixe-zebra (barra de escala: 5 ym).
(C) Graficos representativos de corte transversal. O comprimento do sarcdmero foi determinado a
partir da distancia entre as duas linhas tracejadas, como mostrado nas parcelas transversais. (D)
comparagao do comprimento médio do sarcbmero determinado a partir de amostras de imagens
obtidas do SHG. Analise estatistica baseada em 12 imagens obtidas de somitos abaixo do saco
vitelino de trés zebrafish apds 96 horas de fertilizagcédo
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Os TiO2-MWCNTs (10:3 e 10:1) apresentaram menor toxicidade sob luz
visivel e foram mais fotocataliticos que o TiO2. Além disso, na caracterizagao
coloidal, foi demonstrado que tanto o TiO2 quanto o TiO2-MWCNT apresentaram
baixa estabilidade em agua reconstituida e, portanto, sofreram agregagdo com o
passar do tempo. Assim, esse fato pode ter facilitado a recombinacédo das espécies
reativas com elétrons de particulas adjacentes (HOTZE; BOTTERO; WIESNER,
2010). Além disso, a agregacao pode provocar um efeito de sombreamento
diminuindo a atividade fotocatalitica das particulas, levando a uma menor geragéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (JASSBY; FARNER BUDARZ; WIESNER,

2012), o que pode explicar a menor toxicidade desses compositos.

Espera-se que uma fotoatividade mais alta leve a uma maior toxicidade e, de
fato, muitos trabalhos demonstraram essa correlagao. Por exemplo, a toxicidade do
TiO2 apds a fotoativagao leva a um aumento na produgcdo de ROS (MA; BRENNAN;
DIAMOND, 2012a). O mesmo foi encontrado por Miller et al. (2012) e Li et al.
(2014b) estudando a fototoxicidade do TiO2 em Isochrysis galbana e Hyalella azteca,
respectivamente. No entanto, existem resultados contraditérios. Por exemplo, a
fototoxicidade de um nano-hibrido baseado em TiO2 e grafeno foi estudado por Li et
al. (2014a) e apesar do composito ser mais fotocatalitico do que o TiO2, n&o
apresentou diferengas significativas na toxicidade. Portanto, assumir que a
existéncia de uma correlacdo positiva entre maior fotoatividade e um aumento da

toxicidade em todas as situagdes estudadas pode levar a previsdes incorretas.

4.4.3 Mapeamento p-XRF e Quantificagao de Ti

A fim de estudar a possivel absorcdo das NP pelas larvas de zebrafish, e em
consequéncia a sua bioacumulacido no ambiente, foi utilizada espectroscopia de
fluorescéncia de raios-x com y sonda. O Ti foi encontrado nos trés tratamentos, mas
nao igualmente distribuido em todos os trés individuos mapeados (Figura 21). A
exposi¢ao 10:1 resultou na maior absorcédo de Ti. Neste caso, foi encontrado Ti em
todos os trés zebrafish. Além disso, um “hotspot” de Ti que atingiu 274,0 ug cm- foi

encontrado no intestino de um dos individuos.
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E importante destacar que o Ti s6 foi encontrado no intestino do zebrafish.
Assim, parece que nenhuma quantidade apreciavel de Ti foi absorvida pelo intestino
e transportada para outros tecidos. Nenhuma correlagdo clara entre o tipo de
tratamento e o padrao de acumulacédo pode ser feita. Como esperado, o Ti ndo foi
encontrado nas amostras controle.

Além do Ti, foram obtidos mapas quimicos para S, P e K foram obtidos. Esses
mapas nao mostram qualquer inter-relacdo no espaco entre esses elementos e o Ti.
Como o Ti foi encontrado como foco no intestino e nenhuma interacdo com outros
elementos pbéde ser detectada por XRF, podemos inferir que ele permaneceu como
TiO2 e n&o foi dissolvido ou quimicamente modificado no zebrafish. No entanto, esse
assunto pode ser estudado usando espectroscopia de absorcdo de raios X que
prontamente revelaria o ambiente quimico do Ti.

Figura 21 - Distribuicdo de Ti em larvas de Danio rerio exposto por 96 horas a 0, 100, 130 e 110 mg
L-1 de (A) controle; (B) TiO2; (C) TiO2-MWCNT (10:3); (D) TiO2-MWCNT (10:1), respectivamente
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Além da absorgao de TiO2 pelas branquias, os peixes também podem captar
o TiO2 por ingestdo induzida por estresse, acumulando-se no intestino (FEDERICI,
SHAW; HANDY, 2007). Estudar o acumulo potencial e o transporte de NPs dentro
do organismo oferece uma visao importante sobre o impacto que este material pode
causar no ambiente aquatico, visto que ha evidéncias que indicam que o TiO2 pode
ser transferido através de redes alimentares (ZHU et al., 2010; MIELKE et al., 2013;
CHEN et al., 2015).

Em um estudo realizado com uma cadeia alimentar simples, a transferéncia
trofica de TiO2 foi resultado de uma transferéncia de D. magna para D. rerio.
Contudo, ndo foi observada biomagnificagdo (ZHU et al., 2010). Apesar de que
neste estudo a taxa de depuracdo foi muito rapida, indicando que os peixes
excretam o TiO2 rapidamente, existem varios outros fatores a serem considerados
na cadeia tréfica. Presas e predadores tém diferentes modos de alimentacgao,
fisiologia digestiva, residéncia intestinal, pH intestinal, e tudo isso pode afetar o

caminho pelo qual a NP é absorvida e assimilada (TANGAA et al., 2016).

4.5 Conclusoes

Embora o TiO2-MWCNT tenha apresentado maior atividade fotocatalitica, ndo
foi observado toxicidade aguda (mortalidade) e nem efeitos subletais (deformacdes,
edema, efeitos no crescimento, tamanho do saco vitelinico, tamanho e desarranjo
dos sarcémeros) para os embrides de zebrafish (com e sem exposi¢cao a luz UV).
Resultados que podem ser explicados pela baixa estabilidade deste material,
causando uma possivel recombinagao das espécies reativas de oxigénio (ROS) com
elétrons de particulas adjacentes ou devido ao efeito de sombreamento causando
uma menor geragao de ROS. Apesar da baixa toxicidade foi observada a ingestao
do TiO2-MWCNT pelas larvas de zebrafish podendo causar a biocumulagdo e

transferéncia pela cadeia tréfica.
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5 AVALIAGAO TOXICOLOGICA DO NANOMATERIAL TiO2-MWCNT EM
FIBROBLASTOS DE TRUTA ARCO-IRIS (RTG-2)

5.1 Introducao

Atualmente base de dados europeia lista 3036 produtos contendo NMs (THE
NANODATABASE, 2013), sendo que 1829 foram documentadas como produtos de
consumo (PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2013). Uma vez que
estes materiais interagem com sistemas vivos, € necessario conhecer a relagédo
entre as caracteristicas fisico-quimica dos NMs, a exposi¢cdo, 0s processos
bioquimicos afetados e os resultados bioldgicos finais (citotoxicidade, mortalidade,
etc.) para a compreensdo total de seus mecanismos de toxicidade. Este
conhecimento ira auxiliar na manutengdo da saude ambiental e humana (QIU;
CLEMENT; HAYNES, 2018).

As NPs podem variar em suas propriedades fisico-quimicas, como
composi¢éo, tamanho, carga e superficie. Consequentemente, também podem ser
afetados os processos bioquimicos, os eventos nos niveis celulares e moleculares
envolvendo diferentes espécies (Figura 22). Os efeitos biolégicos observados,
dependendo do escopo do estudo, podem ser citotoxicidade para testes in vitro ou
resultados de sobrevivéncia e reproduc¢do, quando utilizado organismos inteiros,
estudos in vivo (QIU; CLEMENT; HAYNES, 2018). As relagbes causais entre estes
efeitos refletidos em diferentes niveis (citotoxicidade, sobrevivéncia e reprodugao)
sdo fundamentais para entender como os NMs afetam os organismos e, em

consequéncia, impactam a saude humana e ambiental.

Recentemente, as linhagens celulares derivadas de peixes s&o muito
utilizadas para a analise citotoxicolégica de contaminantes ambientais (GALBIS-
MARTINEZ et al., 2018; LUNGU-MITEA; OSKARSSON; LUNDQVIST, 2018;
YURDAKOK-DIKMEN et al., 2018). A partir dessas linhagens é possivel averiguar os
mecanismos pelos quais os contaminantes exercem sua toxicidade; determinar a
toxicidade relativa de diferentes contaminantes quimicos e avaliar a toxicidade de

amostras ambientais.
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Existem muitas ferramentas estabelecidas para os ensaios de citotoxicidade.
No entanto ensaios colorimétricos e ensaios de fluorescéncia podem sofrer
resultados falso-positivos ou negativos devido as propriedades dos NMs (ALKILANY
et al., 2016; AZHDARZADEH et al., 2015; CASEY et al., 2007). H4 muitas maneiras
pelas quais os NMs podem interferir em um ensaio bioldgico in vitro. Por exemplo, as
propriedades Opticas intrinsecas das NPs podem interferir em ensaios que
dependem da medicdo de mudancas na absorbancia ou fluorescéncia como
indicadores para atividades celulares (KONG et al., 2011; ONG et al., 2014).
Também devido a sua alta reatividade superficial, as NPs podem adsorver, reagir
com reagentes usados nos ensaios, ou ainda liberar espécies quimicas em meios de
teste alterando o comportamento de corantes e enzimas nestes ensaios. Em alguns
casos, as NPs cataliticas a produgdo de ROS. (WORLE-KNIRSCH; PULSKAMP;
KRUG, 2006; BELYANSKAYA et al., 2007; SEMISCH; HARTWIG, 2014; KAMPFER
et al., 2017). Todas estas interferéncias podem contribuir para as discrepancias

observadas nos resultados dos estudos de nanotoxicidade.

Assim, a avaliacdo da toxicidade das NPs ndo deve depender de um unico
ensaio devido a possibilidade de sofrer interferéncias, como nas abordagens de
medi¢do mencionadas anteriormente. Diversos ensaios no mesmo “endpoint” devem
ser realizados para confirmar certo efeito. Contudo, ainda existem desafios a serem
superados nesta avaliacdo. Podem ser citados o estabelecimento de protocolos
adaptados aos ensaios nanotoxicologicos e a compreensdo da correlagdo entre as
propriedades dos NMs e os efeitos bioldgicos observados decorrentes de sua
exposicdo (AZHDARZADEH et al., 2015; PETERSEN et al., 2015; STEINHAUSER R
SAYRE, 2017).

Apesar da importancia do revestimento de superficie na determinacao da
nanotoxicidade ja estar bem estabelecida, com a consideragc&o da carga superficial,
espessura da camada, tipo de ligante, etc (KIM et al., 2013; ALLEN et al., 2017) ;
uma lacuna frequente ao correlacionar efeitos bioldgicos as propriedades das
NPs é o estudo detalhado da transformacio da superficie dos NMs em diferentes
matrizes. Assim, ao entrar em contato com proteinas, a superficie pura da NP
pode sofrer alteragbes, tais como mudangas em ligantes de superficie,
estrutura e composi¢cdo, bem como estados de agregagdo de NP (LEE et al,
2014; MUDUNKOTUWA; GRASSIAN, 2015; ZHAO et al., 2015). Neste contato
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com proteinas do meio, uma capa proteica, chamada protein corona, pode ser
formado na NP, conferindo uma identidade bioldgica a este NM, o que influencia a
biocompatibilidade e biodistribuigdo do NM (LYNCH; DAWSON, 2008; CORBO et al.,
2016). Visto que, alteragbes na superficie das NP podem afetar a toxicidade
(SUKHANOVA et al., 2018), a caracterizagao das transformag¢des na superficie das
NP, incluindo a formacao da protein corona, é consequentemente importante para a
maior compreensao entre as propriedades do NM e os efeitos biologicos observados
(WALKEY et al., 2014; ZHAO et al., 2015; NEAGU et al., 2017).

Figura 22 - Relagéo entre as propriedades das nanoparticulas, os processos bioquimicos afetados e
os resultados bioldgicos finais
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5.2 Objetivo

Este capitulo tem como objetivo verificar o0s possiveis efeitos
nanotoxicologicos do TiO2-MWCNT em fibroblastos derivados de tecido gonadal de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (RTG-2). Levando em consideragao a
estababilidade coloidal e formagdo da protein corona. Verificando quanto a

viabilidade celular, ciclo celular e internalizacdo do NM.

5.3 Materiais e Métodos
5.3.1 Caracterizagao da Dispersao e Estudo de Estabilidade Coloidal

A fim de avaliar se, apdés a dispersdo em meio de cultura de células, o
TiO2-MWCNT manteve suas caracteristicas morfolégicas foi utilizado a
criomicroscopia eletronica (Cryo-TEM). Esta técnica permite a analise in situ da
dispersao pelo microscopio eletronico de transmissdo, uma vez que a dispersao €&
congelada, evitando a deformacédo da amostra devido ao vacuo do equipamento,
bem como os efeitos de secagem durante o preparo da amostra. As amostras,
contendo 100 pg mL' do nanomaterial, em agua e meio nutriente modificado de
Dulbecco (DMEM), com e sem suplementacédo com 10% de soro fetal bovino (SFB),
foram preparadas utilizando o equipamento Vitrobot Mark IV (Thermo Fischer
Scientific, USP). A andlise foi feita utilizando o microscépio eletrénico de transmisséao
TALOS F200C (Thermo Fischer Scientific, USA) operando a 200 kv. As imagens
foram adquiridas usando uma camera CMOS Ceta 16M com pixels de 4k por 4k
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Estudos de estabilidade coloidal do TiO2-MWCNT na concentragdo de
100 yg ml'" em meio de cultura de células (Dulbecco’s Modified Eagle Medium —
DMEM), com e sem a adicédo de 10% de soro fetal bovino (SFB), foram realizados
através de um espectrofotdmetro com densidade optica de 350 nm (multiskan GO,
Thermo Scientific, UK) no tempo de 0, 1, 4 e 8 e 24 horas. O didmetro hidrodinamico
e o indice de polidispersividade (Pdl) das particulas em DMEM, com e sem
10% de suplementagdo com soro fetal bovino (SFB), foram avaliados através do
espalhamento de luz dindmico (DLS) e a carga superficial das particulas (potencial
zeta, ZP) foi obtida por espalhamento de luz eletroforético (ELS), ambos usando
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um instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments , UK). Para essas
analises foi utilizada uma dispersdo de 100 yg mL-'. Todas as analises foram feitas

em triplicata.

5.3.3 Caracterizagao da Protein corona

O preparo da corona foi feito a partir da incubagdo de 100 yg mL" de TiOz2 e
TiO2-MWCNT em DMEM suplementado com 10% de SFB, por 1 hora a 22 °C. Apéds
a incubacéo, a dispersao foi centrifugado a 14000 rotagdes por minuto (rpm) por 1 h
a 4 °C, seguido de trés lavagens com PBS (centrifugando por 30 min a 4 °C e
14000 rpm, descartando o sobrenadante), para a remogéo das proteinas fracamente
ligadas e ndo ligadas. Apos as lavagens o pellet obtido, formado pelo nanomaterial e
proteinas fortemente ligadas (hard corona) foi ressuspendido em 100 pL de agua
deionizada e sonicado por 2 min. Para extracao das proteinas, foram adicionados
40 pL de tampéao de amostra e 10 pL de Ditiotreitol (DTT) 1:10, seguido de mais uma
etapa de sonicagdo (2 min), e apos estes passos, as amostras foram incubadas
a 99 °C por 3 min. Por fim, 15 yL da amostra foram aplicados em gel de SDS-PAGE
15% (Tabela 2).

Tabela 2: Composicao do gel de SDS-PAGE 15%

Solucao/Reagente Gel de empilhamento Gel de carregamento
H20 deionizada 3,22 mL 4,20 mL
Mix de acrilamida 30% 7,00 mL 1,00 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 3,50 mL -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 760 pL
SDS 10% 140 pL 60 pL
APS 10% 140 pL 60 pL
TEMED 5,6 uL 60 pL

*Quantidade suficiente para 2 géis
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5.3.4 Condigoes da cultura da linhagem celular RTG-2

Para este estudo foi utilizada a linhagem celular RTG-2, que sao células
fibroblasticas provenientes de tecido gonadal de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). A linhagem foi fornecida pelo Instituto de tecnologia de Dublin, instituto de
pesquisa FOCAS. As células foram mantidas em DMEM (ThermoFisher)
suplementado com 10% de SFB (Cultilab, lote:0699, Brasil), 100 IU mL" de
penicilina, 100 pug mL"' de estreptomicina e 25 mM de 4-(2-hydroxietil)-1-acido
piperazineetanosulfonico (HEPES). As culturas foram mantidas em incubadora

a 22 + 1 °C sob atmosfera normal.

5.3.5 Analise de Citotoxicidade
5.3.5.1 Ensaio de Viabilidade Celular por Alamar Blue

A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio Alamar blue, o qual tem se
mostrado promissor como indicador de citotoxicidade de nanomateriais (MITJANS,
2018). O Alamar blue é constituido pela molécula resazurina, a qual € internalizada e
metabolizada por células vivas, gerando como metabdlito uma molécula
fluorescente, a resofurina, sendo a conversdo quantificada, em espectrofotdbmetro.
Esta transformacdo € um indicador acurado de viabilidade celular. Quanto mais
toxica a substéncia menor sera a conversédo da resazurina em resofurina, observado
a partir de valores de absorbancia. Para os ensaios de citotoxicidade, placas
de 96 pogos foram semeadas com 2x10° células por mL por um periodo
de 24 horas. Apos esse periodo, foi feita a diluicdo seriada com 100 pL de
TiO2-MWCNT, em DMEM, com e sem a adi¢gdo de 10% de SFB. As concentragdes
utilizadas foram de 100 ug ml' a 0,78 ug ml-'. Para cada tratamento foram feitas
6 repeticdes e 3 réplicas independentes. O periodo de incubacgéo foi de 24 horas e o
ensaio foi mantida em camara de incubacado a 22 + 1 °C, em atmosfera normal. Apés
a exposicao os pocgos foram lavados com PBS e foram adicionados 100 pL de meio
de cultura de células contendo 10% do reagente Alamar blue. A placa foi incubada
por 3 horas e a absorbéncia a 570 nm foi captada em leitor UV-Vis (Multiskan GO,
Thermo Scientific, UK).
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5.3.5.2 Ensaio de Viabilidade por Neutral Red

Outro ensaio empregado foi o Neutral Red (NR). Este ensaio de citotoxicidade
também é um indicativo de sobrevivéncia baseado na habilidade de células viaveis
em incorporar e reter o corante Neutral Red. Substancias toxicas causam um
decréscimo na absorcao e ligagdo do NR, permitindo a observagdao de medidas
espectrofotométricas indicando a viabilidade celular. Apesar de acumular
especificamente em lisossomos, a retencdo de NR dependente da integridade da
membrana celular, do metabolismo energético adequado e do funcionamento dos
lisossomos. Portanto, o ensaio de NR avalia o comprometimento destes trés
parametros celulares (BOLS et al., 2005). A exposicao foi feita de maneira similar ao
Alamar blue, porém apds as 24 horas de exposi¢cdo os pogos foram lavados com
PBS e adicionados 100 uL de meio contendo 1,25 uL do estoque (4 mg mL™") do
corante NR. Em seguida a placa foi incubada por 3 horas, apds esse periodo os
pocos foram lavados mais uma vez com PBS e foram adicionados 150 pL da
solugao de reacado, contendo 1% de acido acético, 50% de etanol e 49% de agua
destilada. A placa foi mantida em agitagdo por 10 min a 240 rpm e em seguida foi

feita a leitura da absorbancia a 240 nm.

5.3.5.3 Ensaio de Viabilidade Celular por Trypan blue

Foi realizada a contagem celular em microscépio ético com auxilio do corante
Trypan blue, a fim de verificar possiveis resultados falso positivos de citotoxicidade
pelos NM em testes colorimétricos (CASEY et al., 2007).

O principio deste ensaio € de que somente as células nao viaveis absorvem o
corante, células viaveis permanecem nao coradas. Foram incubadas, em placas de
96 pocos 2x10° células por mL por um periodo de 24 horas. Apds este periodo foi
feita a incubacg&o das células com o nanomaterial, as concentragdes utilizadas foram
de 1, 10 e 100 yg mL™". Apds o tratamento com os NMs, as células foram lavadas
com PBS e foram adicionados 30 uyL de tripsina. Apés 5 min as células foram
ressuspendidas em 100 yL DMEM e entdo centrifugadas por 1 min a 1500 RPM.
Entdo, o sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em 10 pL de

DMEM e 10 yL de Trypan blue. Em seguida foi feita a contagem em camara de
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Neubauer. O numero de células por mL foi calculado utilizando a equacao 2, onde C
€ o numero de células por mL, NC é o numero de células contadas e NQ o numero

de quadrantes utilizados na contagem.

C=NC*2*10000/NQ equacao (2)

5.3.5.4 Ensaio de Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

O equipamento utilizado para essas analises foi o citometro de fluxo BD
Accuri C6 (BD, oxford, UK). Células RTG-2 (2x10° células por mL) foram semeadas
em frasco T-25. Apos 24 horas as células foram expostas a 1 mg L' da amostra
TiO2-MWCNT por mais 24 horas. Esta concentragao foi escolhida porque né&o
causou efeito téxico sobre as células, como previamente estudado pelos ensaios de
viabilidade celular, além disso, ndo interferiu com a dispersdo das células,
necessaria para a analise. Apés a exposic¢ao, as células foram lavadas com PBS
trés vezes e colhidas por remogao enzimatica (tripsina). Em seguida, foram fixadas
em etanol 70% por 30 min. Apdés a fixagdo, as células foram centrifugadas
(1400 rpm) por 5 min e lavadas com PBS duas vezes. Entdo as células foram
tratadas com ribonuclease durante 5 min. Por ultimo, as células foram coradas com

iodeto de propidio, incubadas por 20 min e analisadas no citometro de fluxo.

5.3.6 Espectroscopia RAMAN

Para avaliar se o TiO2-MWCNT teria o potencial de internalizag&o celular, foi
utilizada a espectroscopia RAMAN. Para essa analise, células RTG-2 foram
semeadas em discos de fluoreto de calcio (CaFz), a uma densidade de 2x10° células
por disco, num volume de 3 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apo6s 24 h de incubagdo a 22 + 1 °C o meio foi removido e as células foram lavadas
com PBS. O meio foi substituido por uma suspensdo de nanoparticulas (1 ug mL™")
em DMEM, com e sem suplementacédo de SFB (10%). Ap6s 24 horas de exposicao,
o meio foi removido, as células foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com
formalina durante 3 min. Ao final foram lavadas e mantidas em agua ultrapura até a

analise.
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O espectrometro utilizado foi o Horiba Jobin-Yvon LabRAM HR800, equipado
com um laser de diodo com linha de excitacdo em 532 nm, poténcia de 50mW e
uma objetiva de imersdo de 100x (LUMPIlanF1, Olympus, NA 1,00). O espectro, da
regido de 300 cm™ a 3200 cm’, foi obtido com grade de 600 linhas/mm e abertura
confocal de 100 um. O mapa no eixo Z (profundidade) foi adquirido da regido
citoplasmatica de 3 células diferentes de cada tratamento, com 20 pontos e com

incremento de 0,5 ym, na diregdo Z. O com tempo de aquisi¢ao foi de 20 segundos.

5.3.7 Microscopia Hiperespectral (CytoViva)

Foi realizada a microscopia hiperespectral (CytoViva) a fim de mapear a
localizagdo das NP nas células. Para essa analise, células (RTG-2) foram semeadas
em laminulas de microscopia comum, a uma densidade de 1x10% células por
laminula, num volume de 3 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apoés 24 h de incubagado a 22 + 1 °C o meio foi removido e as células foram lavadas
com PBS. O meio foi substituido com suspens&o de nanoparticulas (1 yg mL") em
DMEM, com e sem suplementagéo de SFB (10%). Apds 24 horas de exposig¢ao, o
meio foi removido, as células foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com
gluteraldeido (2%) durante 3 min. Ao final foram lavadas e mantidas em agua

ultrapura.

Para a analise foi utilizado um microscopio Olympus (BX-53, Jap&o) acoplado
com uma camera hiperespectral VNIR (CytoViva, Inc., Alabama) e um condensador
de campo escuro de alta resolugdo (abertura numérica; NA 1,2 - 1,4). Este sistema
fornece uma resolugdo de 90 nm, com excelente contraste e relagédo sinal-ruido. As
amostras foram analisadas utilizando uma objetiva de imersdo de 100x (Olympus
UPIlanFLN 100x, 1,3 NA). Imagens convencionais de campo escuro foram coletadas

com uma camera Dagexcel-M (Dage-MT]I, Michigan, IN).

Imagens espectrais foram obtidas utilizando o software ENVI 4,8. A fim de
evitar falsos positivos, foi utilizada a ferramenta do software “filtrar particula”, onde
todos os espectros do controle foram removidos do tratamento. Desta forma os

espectros presentes no mapa corresponderam apenas ao nanomaterial.
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5.3.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software Graphpad Prism v.5.
Para analisar a interagcdo entre as condigbes de exposi¢cao (com e sem SFB) foi
utilizada ANOVA de duas e para a comparagao dentro dos tratamentos, empregou-
se ANOVA de uma via. Foi utilizado o pds-teste de Bonferroni, com nivel de

significancia de 5%.

5.4 Resultados
5.4.1 Caracterizagao da Dispersao e Estudo da Estabilidade Coloidal

Através das imagens de criomicroscopia foi possivel observar que a
morfologia das amostras se manteve, mesmo com a adigdo de proteina ao meio de
cultura (Figura 23). Além da morfologia das amostras, a criomicroscopia também
permite a analise de biomoléculas, como proteinas (QUENTIN; RAUNSER, 2018).
Porém, nédo foi possivel observar a interagdo entre as proteinas do meio e o
nanomaterial.

Figura 23 - Imagens de microscopia eletrénica de transmiss&o, modo crio, do TiO2-MWCNT (100 mg
L-') em DMEM com SFB (A e B), sem SFB (C) e em agua ultra pura (D)
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A estabilidade da dispersao de TiO2 e TiO2-MWCNT em meio DMEM, com e
sem adicéo de SFB (10%), foi avaliada pelas medidas de DLS (Tabela 3). A diluicao
das NP em DMEM sem SFB aumentou substancialmente o didmetro hidrodinamico
de todas as particulas. No entanto, em DMEM com SFB houve uma diminuicdo do
didmetro hidrodindmico tanto para a nanoparticula de TiO2 quanto para o TiO2-
MWCNT. Também é possivel notar pela Tabela 3 uma mudanga nas cargas das
particulas, tanto em meio DMEM com SFB quanto sem SFB. No DMEM a carga foi
mais negativa em comparagdo a agua. Este meio € composto por diversos sais,
como bicarbonato de sédio, cloreto de calcio, sulfato de magnésio, entre outros, o

que explica a mudanca na carga dos NMs.

Tabela 3 — Didmetro hidrodinamico (x desvio padréo, n = 3) das particulas em suspensao (diametro
hidrodindmico), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (ZP) das suspensdes de TiO2 e
TiO2-MWCNT em agua ultrapura, DMEM com e sem SFB, obtida usando DLS e ELS

Diametro
Nanoparticulas hidrodindmico Pdl ZP (mV)
(d.nm)
Agua TiO2 335,000 (+8,286) 0,226 (£0,006)  1.132 (0,445)
Ultrapura i, MWCNT 741933 (£01,680) 0,632 (20,015)  -4,250 (£0.111)
OMEM somn TiO2 845,735 (+59,837) 0,275 (:0,016)  -6,606 (+1,249)
SFB TiO»-MWCNT  2274,000 (+337,538) 0,683 (£0,185)  -12,900 (0,700)
OMEM com TiO2 224,433 (+8,405) 0,464 (£0,037)  -8,496 (+1,096)
SFB

TiO>-MWCNT 564,833 (£51,227) 0,646 (£0,514)  -9,040 (+0,345)

Analisando o grafico da Figura 24, o qual demostra a estabilidade da
dispersao em funcédo do tempo, através de leitura em espectrofotdbmetro, notamos
que a auséncia de SFB em DMEM afeta significativamente a estabilidade do TiOx.
No entanto, o TiO2-MWCNT apresentou alta taxa de sedimentacdo em todas as
condigbes testadas, destacado na Figura 25. Tendo em vista que os grupos
oxigenados sao responsaveis por promover a estabilidade coloidal do ox-MWCNT, a
baixa estabilidade deste material pode ser consequéncia a ligacdo do TiO2 a estes

grupos. O mesmo foi observado por Das et al. (2018) ao estudarem a estabilidade
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do TiO2-MWCNT. Eles observaram que a agregacdo estava relacionada a
quantidade de TiO2 na amostra e consequentemente uma menor quantidade de
oxigénio.

Figura 24 - Estabilidade da nanoparticula de TiO2 e do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT em meio

DMEM com e sem adi¢ao de soro fetal bovino (SFB) e em agua ultrapura por 24 horas. (A) Grafico de
estabilidade por UV-VIS (350 nm) do TiOz2 e (B) do TiO2>-MWCNT
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Esses dados contradizem os dados de DLS, que mostrou uma diminuicdo no
tamanho hidrodindmico para a dispersao em DMEM com SFB. A partir dos
resultados de DLS é possivel observar a agregacdo das NP, enquanto que os
resultados de UV-Vis estéo relacionados com a sedimentagcdo das NPs. Portanto, a
presenga de soro fetal ndo evitou a sedimentagdo, mas interferiu na agregacao.
Esses resultados ja foram reportados na literatura por Allegri et al. (2016), ao
estudarem a estabilidade de nanotubos de carbono RAW e oxidados. Eles
observaram que em meio de proteina os ox-MWCNT tem a estabilidade coloidal
menor que do nanotubos RAW. Além disso, diversos estudos mostram que as
proteinas do soro sio adsorvidas pelos CNT promovendo a estabilizacao estérica da
disperséo, reduzindo a velocidade de agregacdo nos meios biolégicos (DHAWAN;
SHARMA, 2010; HAMILTON et al., 2013; HEISTER et al., 2010).
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Figura 25 - Estudo de estabilidade da nanoparticula de TiO2 e do nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT
em meio DMEM com e sem adi¢ao de soro fetal bovino (SFB) e em agua ultrapura por 24 horas
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5.4.2 Caracterizacao da Protein corona

Devido a alta reatividade superficial dos NMs, ao serem introduzidos em
ambientes biologicos eles vao interagir com as biomoléculas presente neste meio,
como por exemplo, as proteinas do SFB presentes no meio de cultura de células.
Essa interacdo leva a formagao de um revestimento de biomoléculas, conhecido
inicialmente como protein corona (quando as biomoléculas adsorvidas sao

principalmente proteinas) (LYNCH et al., 2007) ou, mais recentemente, como
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biomolecular corona (ja que os NMs adsorvem nao so6 proteinas, mas também outras
biomoléculas (CASALS et al., 2010) Esse revestimento proteico confere uma
identidade biolégica para nanoparticulas e impacta fortemente na interagdo dos NMs
com os sistemas bioldgicos, uma vez que altera a superficie quimica e o estado de
agregacao da particula (CORBO et al., 2016; MONOPOLI et al., 2012; MONOPOLLI;
BOMBELLI e DAWSON, 2011). Assim, a caracterizacdo da protein corona se faz
essencial para o real entendimento das interagcdes entre NMs e sistemas bioldgicos.

Para investigar a interagdo dos NMs com as proteinas presentes no meio de
cultura de células, foi empregada a analise de SDS-PAGE. Para tal, as proteinas
adsorvidas por cada NM isolado (TiO2 e MWCNT) bem como pelo hibrido (TiO2-
MWCNT), foram extraidas da superficie dos NMs, separadas em gel de eletroforese
SDS-PAGE, e coradas com comassie blue. A Figura 26 representa o gel SDS-PAGE

obtido, no qual as bandas em azul representam as diferentes proteinas adsorvidas.

Os nanomateriais de carbono, incluindo MWCNT, sado reconhecidos por sua
alta capacidade de adsorgéao (IHSANULLAH et al., 2016), o que tem sido atribuido a
sua elevada area superficial e quimica de superficie, a qual apresenta grupos
oxigenados e defeitos de estrutura que servem de sitios de ligagao para proteinas.
Além disso, os MWCNTs podem adsorver proteinas por interagdes hidrofébicas.
Podemos observar na Figura 26 que o MWCNT adsorveu uma grande quantidade
de proteinas entre 80 e 245 Kda, além de bandas em 32 e 11 kDa. O mesmo foi
observado por Allegri et al. (2016) ao estudar a estabilida a estabilidade do ox-
MWCNT em meio com e sem proteinas. Ja, para o TiO2 foi observado uma menor
quantidade e variedade de proteinas, apenas uma banda bem marcada em 80 kDa,
indicando uma baixa capacidade de adsor¢ao. Os resultados do TiO2-MWCNT foram
similares aos do MWCNT, porem uma concentracdo mais baixa de proteinas. Por
fim, foi obtido que a formagao do hibrido TiO2-MWCNT reduziu significativamente a
adsorcao de proteinas, o que pode ser atribuido a ligagao das particulas de TiOz2 nos

sitios de ligagcdo usados pelas proteinas na interagdo com o MWCNT.
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Figura 26 - Gel 1D de SDS-PAGE 15%, corado com Comassie blue, das proteinas do soro fetal
bovino (SFB) que foram adsorvidas na superficie do TiO2, TiO2-MWCNT e MWCNT, apds incubagao
por 1h a 22°C em meio DMEM suplementado com 10% de SFB
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5.4.3 Citotoxicidade

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular RTG-2 para a avaliagao in vitro
da citotoxicidade do TiO2-MWCNT apds 24 horas de exposicdo. Existem muitos
ensaios para a determinagdo da viabilidade e/ou citotoxicidade em células.
A maior parte dos ensaios consiste em métodos espectrofotométricos, os quais
verificam a viabilidade celular através da avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica, como o ensaio com Tripan blue, ou da atividade metabdlica com o
(4,5-dimetil-2-tiazolil )-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) e Alamar blue.
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Porém, quando se trata de nanomateriais, alguns ensaios podem n&o se
adequar a este propdsito, gerando falsos resultados. Por exemplo, estudos recentes
tém demonstrado que CNT interferem em ensaios de viabilidade, reduzindo o MTT,
2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) e inativando
a enzima lactato desidrogenase (LDH) (CASEY et al., 2007; BREZNAN et al., 2015),
culminando em falsos resultados. Portanto, € indicada a utilizacdo de mais de um

tipo de ensaio de citotoxicidade a fim de evitar falsas respostas.

A Figura 27 mostra os resultados do ensaio Alamar blue. N&o houve
citotoxicidade para o TiO2 e TiO2-MWCNT e nem resultados significativos para o
tratamento com e sem SFB. No entanto, para o TiO>-MWCNT observamos um
aumento na proliferagao celular. A fim de observar se esse efeito seria consequéncia
da interacdo do corante com o nanomaterial foi feita uma exposicdo da
nanoparticula com o reagente (sem as células) durante 3 horas, apds esse periodo a
solugao foi centrifugada e foi feita a leitura da absorbancia. Nenhuma interagao foi

observada.

Figura 27 - Ensaio de viabilidade celular, por Alamar blue, com a linhagem RTG-2. (A) e (B) células
tratadas com TiOz e TiO2-MWCNT, respectivamente
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Outro ensaio de viabilidade utilizado foi o Neutral red (Figura 28). Pode-se
observar que nao houve toxicidade para nenhum dos nanomateriais e também nao

houve diferengas significativas no tratamento com e sem SFB.
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Figura 28 - Ensaio de viabilidade celular, por Neutral red, com a linhagem RTG-2. (A) e (B) células
tratadas com TiO2 e TiO2-MWCNT, respectivamente
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Além dos ensaios de viabilidade celular por Alamar blue e Neutral red também
foi feita a contagem das células em microscopio 6tico, com o auxilio do tripan blue.
Para este ensaio foram selecionadas 3 concentracbes do nanomaterial, 100,
10 e 1 mg L. Os resultados deste ensaio sdo mostrados na Figura 28. Podemos
observar que nido houve toxicidade nas concentragdes de 10 e 1 mg L. Nao foi
possivel realizar a leitura na concentragdo de 100 mg L', pois o NM adere
fortemente na membrana das células, formando grandes agregados de células e
influenciando negativamente a contagem. Tedja et al. (2012) estudaram o impacto
de NP de TiO2 apdés a adsorcédo de proteinas do soro em células humanas
pulmonares. Eles observaram uma baixa toxicidade do TiO2 (> 150 ug mL') mesmo
apdés a interacdo com soro, assim como houve neste trabalho. Em adigao,
observaram que a quantidade de NP internalizada pelas células foi substancialmente
maior quando havia proteina. Esses resultados mostram a importancia da protein

corona nos ensaios de citotoxicidade.

Ainda n&o existe um consenso quando a toxicidade de NM, uma vez que
estudos utilizando o mesmo material geraram resultados contraditorios. Por
exemplo, alguns autores observaram que a adigdo de grupos funcionais ao CNT
causa um aumento na citotoxicidade (MAGREZ et al., 2006; URSINI et al., 2012),
enquanto outros observaram o oposto (BOTTINI et al., 2006; MULLER et al., 2008).
Também existem resultados contraditérios para a nanoparticula de TiO2
(IAVICOLI, FONTANA; BERGAMASCHI, 2011). Por exemplo, Xia et al. (2006)

observaram que o TiO2 (P25) ndo induz o estress oxidativo em macrofagos,
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enquanto que Singh et al. (2007) e Park et al. (2008) observaram que este material

pode sim causar esse efeito para células epiteliais pulmonares.

Tais observagcdes mostram a importdncia da caracterizacdo para a
comparagao de resultados entre estudos nanotoxicologicos. Por exemplo, MWCNT
finos e com alto grau cristalino causam toxicidade, tendo a capacidade de perfurar a
membrana de células mesoteliais, ja MWCNT longos e flexiveis causam menor
toxicidade para estas células (NAGAI et al., 2011). A toxicidade do TiO2 pode ser
diretamente proporcional ao aumento da sua area superficial (MONTEILLER et al.,
2007; HUSSAIN et al., 2009) e diminuicdo do tamanho (KATSUMITI et al., 2015;
SIMON-DECKERS et al., 2008).

No caso do TiO2-MWCNT, Cendrowki e colaboradores (CENDROWSKI et al.,
2014) estudaram o efeito do TiO2-MWCNT em fibroblastos de ratos e células de
figado humano, nas concentragdes de 0 a 100 ug mL". Eles obtiveram resultados
diferentes dos obtidos no presente trabalho, onde concentragbes maiores que
25 ug mL-' causaram toxicidade para essas células. No entanto, o material estudado
por estes autores, apesar de possuir a mesma composicdo do material aqui
estudado, apresenta diferencas na sintese, na porcentagem de TiO2 (19%) no
TiO2-MWCNT, e no tipo cristalino de TiOz2 (anatase).

Figura 29 - Ensaio de viabilidade com tripan blue nas concentragées de 0 (C-), 1,56 e 12,5 ug mL""
(A) TiO2 e (B) com TiO2-MWCNT
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Uma vez que nos ensaios de viabilidade celular por Alamar blue foi possivel
observar uma proliferagao das células RTG-2, foi utilizando o ensaio de ciclo celular
citometria de fluxo para verificar esse efeito. Apenas foi possivel analisar a

concentragdo de 1 mg L' pois nas concentragbes maiores o nanotubo de carbono
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aderia nas células formando grandes agregados que entupiam o equipamento,
impedindo a analise. Os resultados estdo descritos na Figura 30. Foi possivel
observar para todos os tratamentos que a maior parte das células estava na fase G2
do ciclo celular, correspondente a fase de divisdo celular. Nao foram observados
resultados significativos para o tratamento com SFB, quando comparado ao
controle. Porém, foi observado um aumento da divisdo celular no tratamento sem
soro fetal bovino (Figura 22B). Kansara et al. (2014), estudaram o efeito do TiO2 no
ciclo celular de células pulmonares. E observaram que o aumento da concentragao
do TiO2 causa um aumento na fase G2 do ciclo celular. Eles associaram este efeito
com o0 aumento da expressdo de CdC2, e consequentemente um decréscimo na

expresséo de Cyclin B1, uma proteina reguladora envolvida na mitose.

Figura 30 - Andlise de ciclo celular de células RTG-2 expostas a 1 pug ml? de TiO,-MWCNT. (A)

exposicdo com soro fetal bovino e (B) sem soro fetal bovino
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5.4.4 Analise da Distribuicao do NM em Células RTG-2 Através da Microscopia
CytoViva

A fim de observar a interacdo dos nanomaterias com as células foi utilizada a
microscopia hiperespectral cytoViva. Esta tecnologia foi especificamente projetada
para observacéo otica e confirmacgao espectral de NPs, ao interagir com células e
tecidos. O microscopio utiliza um sistema de iluminagao angular obliqua para criar

imagens otimizadas de campo escuro. Com a capacidade de geragao de imagens
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hiperespectrais, os espectros de refletdncia de materiais especificos podem ser
capturados e medidos. Através da ferramenta “Spectral Angle Mapping” é
determinado se os NMs est&o presentes na imagem adquirida e € possivel localizar
quais pixels contém o material de interesse. A Figura 31 A e B mostra a imagem
hiperespectral da célula RTG-2 mapeada, onde os pontos vermelhos representam
os pixels onde os espectros do TiO2 e TiO2-MWCNT foram encontrados.

Figura 31 - Imagem hiperspectral de células (RTG-2) tratadas com 1 ug mL' de (A) TiO2 e (B) TiOz2-
MWCNT. Pontos vermelhos indicam a localizagdo do nanomaterial nas células. (C), (D) e (E) imagens

de microscopia de campo escuro de células nao expostas, expostas a TiO2 e TiO2-MWCNT,
respectivamente. Imagens capturadas com objetiva de 100x

A Figura 32 A ilustra os espectros de refletancia do TiO2 e TiO2-MWCNT,
também pode-se observar nessa imagem a analise de componentes principais

(PCA) dos espectros mostrando que claramente ha diferenca entre os espectros do
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TiO2 e do TiO2-MWCNT. Ainda na Figura 32 B podemos ver a média dos 900
espectros encontrados nas células tratadas e controle, claramente ha diferenca
entre os espectros. Mesmo apos as diversas etapas de lavagem, tanto TiO2, quanto
TiO2-MWCNT foram encontrados nas células expostas.

Figura 32 - Perfil espectral das (A) nanoparticulas de TiO2z e TiO2-MWCNT e analise de componente

principal (PCA) dos espectros obtidos. (B) perfil espectral das células (RTG-2) ndo exposta e exposta
as nanoparticulas TiO2 e TiO>-MWCNT
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5.4.5 Analise da Internalizagcao de NM por Espectroscopia Raman

Visto que uma das limitacdes da microscopia hiperespectral é a identificacdo
da internalizagcao dos nanomateriais, foi utilizada a espectroscopia Raman para essa
averiguacado. Foram utilizadas medidas no eixo Z (profundidade) para detectar a
internalizagdo do nanomaterial, através da intensidade das bandas D e G, medidas
ao caminhar pelo eixo Z (passos de 0,5 um). A banda correspondente a fenilalanina
foi utilizada como padréao celular. Podemos observar que para o tratamento com
SFB (Figura 33 D), observamos que a intensidade das bandas D e G é maior no
interior das células, e que essa intensidade diminui conforme seguimos no eixo Z. O
mesmo nao ocorre para o controle (Figura 33 B e C), comprovando que o

nanomaterial estava presente no interior da célula.

No tratamento sem o SFB o TiO2-MWCNT tende a agregar entre si e na
membrana das células, dificultando a analise. Na Figura 33 E, podemos observar
uma alta intensidade das bandas D e G, e esta intensidade diminui conforme

aumentamos 0s passos no eixo Z, porém a intensidade do material foi tdo grande
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que nao foi possivel relaciona-la com a fenilalanina. Portanto, nao foi possivel obter

dados conclusivos quanto a internalizacéo para este tratamento.

Figura 33 - (A) Espectro Raman de uma célula controle (Azul) e de uma célula exposta a NP de TiO2-
MWCNT (vermelho). Mapa de intensidade no eixo Z de uma célula controle (B e C) e mapa de
intensidade no eixo Z de uma célula exposta a TiO2-MWCNT com SFB(D) sem SFB (E). Bandas
utilizadas para o mapa: 1008 cm-! referente a fenilalanina, 1350 cm-" referente a banda D e 1580 cm"

referente a banda G
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5.5 Conclusodes

Foi observado que o TiO2-MWCNT adsorve as proteinas presentes no meio
de cultura de células, este fato diminuiu a agregagdo do nanomaterial, porém né&o
influenciou na sedimentacao. Nos ensaios in vitro com a linhagem celular RTG-2 nao
foi observado efeitos negativos na viabilidade celular, por nenhuma das técnicas
utilizadas. Entretanto, foi possivel observar através da microscopia hiperspectral e
da espectroscopia Raman que o NM adere a membrana celular em meio com e sem

proteina, porém quando revestido com proteina pode ser internalizado.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os avancos na sintese de nanomateiriais vém cada vez mais se distanciando
do uso de uma unica nanoparticula, utilizando conjuntos de nanoparticulas visando
cada vez materiais com multifuncionalidades e caracteristicas melhoradas
(nanohibridos). De certa forma isso traz vantagens enormes para produgéo de novas
tecnologias, mas ambientalmente vem gerando preocupagdes. A analise
ecotoxicoldégica de um nanomaterial individual sdo complexas quando comparada
com moléculas. Como consequéncia desta complexidade surgiu a nanotoxicologia.
Estd area vem tentando adaptar a toxicologia classica para o estudo de
nanomateiriais, tentando determinar quais propriedades dos nanomateiriais levam a
efeitos toxicos. Ja esta consolidado o fato que as caracteristicas fisico-quimicas dos
nanomateriais € fundamental para a toxicidade, podendo mudar conforme o
tamanho da particula, o formato, o estado de agregacdo, etc. Desta forma, a
confeccdo de uma caracterizagdo integrada com as analises toxicologicas é

recomendada.

O nanomaterial hibrido TiO2-MWCNT ja vem sendo muito estudado quanto a
sua atividade fotocatalitica, suas potenciais aplicacdes e os beneficios que ele pode
trazer para esta area. No entanto, poucos estudos de fato abordam sua toxicidade.
Portanto, este trabalho contribui principalmente para o entendimento dos aspectos
nanotoxicologicos deste nanohibrido. Materiais fotocataliticos atuam liberando
espécies reativas de oxigénio, utilizados na degradagdo de compostos e essas
espécies causam grande toxicidade para organismos e células. Deste modo, o
aumento da atividade fotocatalitica geralmente esta relacionado ao aumento da
toxicidade. No entanto, esta relacdo nao foi observada neste trabalho. Nos ensaios
in vivo com zebrafish ndo observamos efeitos agudos, no entanto observamos a
ingestdo do nanomaterial pelas larvas. Apesar da ingestdo nao ter causado
toxicidade para as larvas durante o ensaio ela pode trazer efeitos futuros para esse
organismo, n&o visualizados durante as 96 horas. Por exemplo, ele pode causar
efeitos imunoldgicos e toxicidade crénica. Neste sentido, os ensaios in vitro servem
como uma complementacao e auxiliam no entendimento dos processos bioquimicos
e eventos a niveis celulares. Sobre os estudos com as células RTG-2 foram
utilizados diversos ensaios, para analisar os efeitos do nanomaterial na viabilidade

celular, e em nenhum destes foram observados efeitos negativos pronunciados
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(citotoxicidade). A avaliagdo da protein corona € fundamental nos ensaios in vitro.
Visto que, os meios de cultura normalmente sdo suplementados com proteinas e
estas podem alterar a superficie dos nanomateiriais. O TiO2-MWCNT adsorveu uma
grande quantidade e variedade de proteinas no meio de cultura de células, e isso
ocasionou na diminuicdo da agregacao dessas particulas e consequentemente na

internalizagao destas nas células RTG-2.

Diante do exposto fica evidente a importancia dos ensaios nanotoxicoldgicos
para nanomateiriais hibridos emergentes. A suposi¢cdo que a toxicidade de um
hibrido sera a soma dos efeitos causados pelos seus constituintes pode trazer
resultados errbneos. Apesar de muitos avancgos terem sido feitos nesta area ainda
existem muitos desafios a serem superados. Por exemplo, o desenvolvimento de
ensaios com cenarios de exposicdo mais realisticos, levando em consideracdo a
dosimetria, estabilidade, biotransformacao dos nanomateiriais, entre outros. Todavia
para superar esses desafios €& necessaria a conexdao de diversas areas do
conhecimento, pois a nanotecnologia € uma area extremamente multidisciplinar,
sendo este seu maior desafio: integrar conhecimentos para compreensdo da

nanoescala.



