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Resumo

Nanoparticulas de Titanato de Bério (TB) tém propriedades fisicas e quimicas que possuem aplica¢des
interessantes em sondas de imagens, entrega de farmacos e engenharia tecidual. Entretanto, pouco se co-
nhece sobre os possiveis impactos toxicos desta nanoparticula em sistemas bioldgicos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a citotoxicidade de nanoparticulas de TB em cultura in vitro de leucdceitos bovinos. As
células foram expostas as nanoparticulas em concentra¢des crescentes de 3, 25, 50, e 100ug ml*! por 24
e 48h. Nido foram observadas alteracdes na viabilidade celular apds a exposigdo as nanoparticulas de TB
até a concentraciio de 25ug ml”' (P>0,05). Porém, concentragdes acima de S0ug ml-' diminuiram a via-

Embrapa Gado de Lelte, Juiz de Fora/MG, 01 g 05 de Betembro de 2014,



Repcder

VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio ) \;/ Nano

bilidade celular (P<0.03). Nas condi¢des testadas, os resultados evidenciaram que altas concentragdes
de nanoparticulas de TB (50 e 100ug mt') sdo citotdxicas para leucdcitos bovinos cultivados in vitro.
Palavras-chave: Nanoparticulas; Citotoxicidade; Viabilidade Celular

INVITRO EFFECTS OF BARIUM TITANATE NANOPARTICLES ON LEUCOCYTES CELLS
Abstract

Nanoparticle of Barium Titanate (BT) have physical and chemical properties that make them very at-
tractive for applications in the imaging probes, drug delivery and tissue engineering. However, little
is known about its toxic impact on biological systems. The objective of this study was to evaluate the
cytotoxicity of BT nanoparticles on leukocytes cultured in vitro. Cells were exposed to nanoparticles
in increasing concentrations of 5, 25. 50, and 100ug ml" for 24 and 48hr. No significant changes were
observed in cell viability up to nanoparticle concentrations of 25ug mi' (P>0.05). However, at con-
centrations above 50ug ml”', the BT nanoparticles sngmﬁcantly decreased cell viability (P<0.05). The
current study concludes that, undcr the conditions tested, hlbh concentrations (50 and 100pg ml') of BT
nanoparticles cause decreased cell viability.

Keywords: Nanoparticles; Citotoxicity; Cell viability

| INTRODUCAO

A nanotecnologia oterece a perspectiva de grandes avangos que prometem 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, ela traz consigo alguns riscos ao meio ambiente ¢
a saude humana (QUINA, 2004).

Dentre os materiais que podem ser uttlizados nas escala nano destaca-se o Titanato de Bario
(TB) considerado estratégico e com grande interesse tecnoldgico, gragas as suas propriedades piezo-
clétricas/diclétricas peculiares (CIOFANI et al,, 2013). Na édrea da sadde, alguns estudos utilizaram
nanoparticulas de TB como nanocarreadores intracelulares para proteinas e farmacos de baixo peso
molecular, tais como doxorrubicina (CIOFANI et al., 2010a; 2010b), como biomarcadores, através da
bioconjugacdo dos seus nanocristais com anticorpos imunoglobulina G para sondas de imagem (HSIEH
et al., 2010) e como matéria prima para enxertos dsseos (BALL et al., 2014).

Embora cxista um grande potencial de aplicagdes de nanoparticulas de TB, dados relativos a
sua toxicidade sdo raros (CIOFANI et al. 2010a; BALL et al. 2014). Diante disso, o objetivo deste foi
avaliar a citotoxicidade de diferentes concentragdes de nanoparticulas de de TB sobre leucocitos bovi-
nos cultivados in vitro.

2 MATERIAIS E METODOS

As nanoparticulas de TB foram obtidas da Sigma-Aldrich (CAT n. 467634, lot MKBF7837V, <
100 nm). As amostras foram esterilizados por autoclave durante 15 min, e apds este periodo, foram pre-
paradas solugbes estoques das nanoparticulas (5 mg ml') em meio de cultura Rosewell Park Memorial
Institute (RPMI; INLAB), suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell) com auxilio
de ultrassom por 2 min, para a completa dispersao das nanoparticulas,

Amostras de sangue periférico foram coletadas de bovinos da raga Girolando e centritugadas a
2000 rpm, por 10min, para separar o plasma, a camada de leucdcitos (buffy coar) e as hemacias. Apos
centrifugacdo o anel de leucdcitos foi removido da interface e transferido para outro tubo. Posteriormen-
te, foi feita a lise de hemacias com 2 mL de dgua destilada estéril seguida de reconstitui¢do da osmola-
ridade com 10 mL de tampdo PBS. As amostras foram submetidas a centrifugagdo por 10 min a 1.440
rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado celular resultante foi ressuspendido em meio RPMI.

A densidade da cultura foi de 5 x 10°células/pogo em meio RPMI acrescido de 10% de SFB ¢
[% antibidticos (10.000units ml! penicilina e 10.000pug ml"' estreptomicina). Os leucdcitos foram cul-
tivados em placas de 24 pogos (Corning), em estutfa incubadora a 37° C, 5% de CO,em ar atmosférico,
95% de umidade e contato com as nanoparticulas nas concentragdes de 0 (controle), 5, 25, 50 e 100ug
ml”' por 24 e 48h.

Para a avaliagdo da viabilidade celular 24 ¢ 48h apds a incubagdo com TB as células foram co-
radas com Azul de Tripan (0,04%) diluidos em PBS. Foram contadas as células viaveis e inviaveis com
auxilio de uma camara de Neubauer ¢ de um microscapio de luz (Carl Zeiss). Os dados foram avaliados
por ANOVA e SNK. Os valores de P <0,05 foram considerados significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade das células mantidas em contato com as diferentes concentragdes de nanoparti-
culas de TB por um periodo de 24 e 48h pode ser observada na Figura |. A medida que se aumentou a
concentragdo a viabilidade celular foi afetada (P<0,05).

Semelhantemente ao presente estudo, trabalhos anteriores demonstraram que de 5 g ml™'de
nanoparticulas de TB ndo atetaram o metabolismo ¢ a viabilidade de células H9C?2 cultivadas in vitro
(CTOFANTI et al., 2010a). Mais recentemente Ball ¢ colaboradores (2014) ndo observaram efeitos cito-
toxicos em scaffolds poliméricos contendo nanoparticulas de TB em osteoblastos de rato. Portanto, sob
determinadas condi¢des essas NPs ndo sio tdxicas para alguns tipos de células de mamiferos cultivadas
invilro.

Por outro lado, no presente estudo, a medida que foi aumentada a concentragio (50 e 100ug
ml™") a viabilidade celular dos leucocitos foi diminuida em ambos os tempos avaliados, 24 e 48h (Fi-
gura 1). Outros estudos ja evidenciaram que a concentragdo parece ser determinante para a toxicidade
de diferentes NPs (SOHAEBUDDIN et al., 2010: ZHAOQO e LIU, 2012), principalmente por aumentar a
interagdo e a endocitose das nanoparticulas pelas células. A entrada de nanoparticulas nas células pode
causar danos as membranas plasmaticas, ao DNA e ao compartimento endossémico (NEL et al., 2009;
LIMA etal.. 2012). Nesse estudo, possivelmente, o aumento da concentragdo de nanoparticulas de TB
pode ter resultado em proporcional entrada destes nas células e causado lesdes em organelas ¢ estruturas
celulares, resultando em uma perda de viabilidade cclular dose dependente.
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Figura 1. Viabilidade celular de leucocitos bovinos cultivados in vitro expostos a diferentes concentragdes
de nanoparticulas Titanato de Bério (TB) (5, 25, 50 e 100 g m!") em fungfio do tempo (24 e 48 horas). Os
resultados foram expressos como média = erro padrao da média. Difercncas significativas entre os grupos
expostos as nanoparticulas ¢ o controle sdo indicados por *P-0.03.

De fato, estudos anteriores corroboram essa hipdtese. Suzuki. Toyooka e tbuki (2007) constata-
ram que houve maior incorporacgdo de nanoparticulas de Ti02 por células ovarianas de hamster, quando
estas células foram expostas a elevadas concentragdes desta NP.

Outros aspectos podem estar envolvidos na citotoxicidade de NP. Em altas concentrag0oes, pos-
sivelmente fatores adicionais influenciam na intensidade das alteragdes na homeostase celular. Alguns
estudos relataram que os NPs podem alterar a disponibilidade de componentes dos meios de cultura im-
portantes para a manutengdo das atividades celulares (CASEY et al., 2008; GUO et al., 2008). Portanto,
altas concentractes de NPs podem desencadear a morte celular por diminuir a disponibilidade de fatores
de crescimento ou nutrientes nos sistemas de cultivo in vitro.

Contudo, estudos adicionais ainda sdo necessarios para determinar 0os mecanismos pefos quais
as nanoparticulas de TB induzem a citotoxicidade em leucocitos bovinos cultivados in vitro.

4 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais avaliadas, as nanoparticulas de TB diminuiram a viabilidade celu-
lar de leucdceitos bovinos cultivados in vitro.
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