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80rientador

Resumo: A percepgdo de que animais também sentem medo dor e angustia leva a
necessidade de desenvolvimento de inUmeros métodos alternativos ao uso de animais
em experimentacdo. Assim, métodos in vitro sdo uma alternativa para contornar este
problema. Baseado em sua biocompatibilidade e sua baixa toxicidade, as
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO,NPs) apresentam grande potencial para
serem utilizadas na producdo de desenvolvimento de matrizes 3D para a
bioengenharia de tecidos. Dentro deste contexto, o presente trabalho tem por objetivo
caracterizar fisicoquimicamente TiO,NPs para em um futuro utilizi-las para producédo
de nanocompdsitos. Para tanto, TiO,NPs (NM0100la, European Union reference
material) foram caracterizadas por técnicas espectroscopica (Raman e Infravermelho),
bem como por microscopia de forga atdbmica e espalhamento dindmico de luz. As
TiO2NPs apresentaram geometrias e tamanhos heterogéneos, contudo apresentando
pelo menos um dos eixos cardinais com tamanho inferior a 100nm, elevado indice de
Disperséo (0,526 + 0,05) e baixa estabilidade coloidal (potencial Zeta de -3,50 £+ 0.40
mV). Por sua vez, o material apresentou indicativo de elevado grau de preza, com
bandas caracteristicas de liga¢cdes de Ti-O e grupos OH na superficie da particula,
respectivamente em 542 e 686 cm™ ' 3427 cm™ ' na espectroscopia e infravermelho e
639, 517 e 395 cm™ ' espectroscopia Raman. Baseado nos resultados encontrados,
pode-se concluir que as TiO;NPs apresentam elevado grau de pureza e carater
nanomeétrico com formato heterogéneo. Baseado em dados de literatura que relatam
toxicidade em funcdo da forma de nanoparticulas, recomenda-se a realizacdo
recomenda-se a realizacdo de mais estudos de toxicidade antes de seu uso em
nanocompositos destinados a bioengenharia.
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Physicochemical characterization of titanium dioxide nanoparticles for
nanocomposites production

Abstract: The perception that animals are also afraid of pain, suffering and distress in
animal experiments leads to the need to develop alternative methods to animals use.
Thus, in vitro methods are an alternative to get around this problem. Based on its
biocompatibility and low toxicity, titanium dioxide nanoparticles (TiO2NPs) have great



potential to be used in the development of 3D matrices for tissue bioengineering. In this
context, the present work aims to do the physicochemical characterization of TIO2NPs
to use them in the future to produce nanocomposites. For this purpose, TiO2NPs
(NM01001a, European Union reference material) were characterized by spectroscopic
techniques (Raman and Infra-Red), as well as by Atomic Force Microscopy and
Dynamic Light Scattering. The TiO2NPs have heterogeneous geometries and sizes,
with at least one of the cardinal axes with a size less than 100nm, high Dispersion
Index (0.526 £ 0.05), and low colloidal stability (Zeta potential of -3.50 + 0.40 mV). In
turn, the material presented is indicative of a high degree of chemical purity, with
characteristic bands of Ti-O bonds and OH groups on the particle surface, respectively
at 542 and 686 cm— 1 3427 cm- 1 in infrared spectroscopy and 639, 517 and 395 cm-
1 Raman spectroscopy. Based on the results, it can be concluded that the TiO2NPs
have a high degree of purity and heterogeneous shape/nanometric size. Based on
literature data, that reported toxicity as a function of the form of nanoparticles, it is
recommended to carry out further toxicity studies before their use in bioengineering
nanocomposites.
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Introducao

As novas legisla¢cBes e a conscientizacdo de que animais possuem sentimentos e
gue os estudos toxicoldgicos in vivo podem provocar dor, ansiedade, medo, angustia e
panico nos animais, estimulou nas Ultimas décadas o desenvolvimento de inUmeros
métodos alternativos in vitro para a realizacao destes estudos.

Nesse contexto, o desenvolvimento de matrizes 3D aplicadas a cultura de células-
tronco mesenquimais sdo importantes para futuras aplicagbes em bioengenharia
tecidual e testes de seguranca de novos medicamentos. Para esse fim, hidrogéis
poliméricos (nanocompdsitos) baseados em polissacarideos surgiram como uma
opc¢ao promissora para a bioengenharia de tecidos visto que contribuem como suporte
3D para o crescimento e diferenciacdo celular e para a liberacdo de moléculas
moduladoras da matriz extracelular (MEC). Esses biomateriais possuem
biocompatibilidade e similaridade fisica com as do tecido vivo e sdo capazes de
absorver grande quantidade de 4gua devido a presenca de grupos hidrofilicos (DAVE
& GOR, 2018). Além disso, os hidrogéis também podem ser modificados quimica e
fisicamente para mimetizar os tecidos vivos, de modo que se tornem mais bioativos e
melhorem seu desempenho in vivo (TAIRA et. al., 2018).

Contudo, hidrogéis produzidos apenas com polissacarideos apresentam
propriedades mecanicas fracas, reduzida taxa de difusdo de nutrientes e ineficiente
bioatividade para inducdo e formacdo da matriz inorganica do tecido 6sseo (DAVE &
GOR, 2018). Para superar essas limitacdes, os hidrogéis de quitosana podem ser
reforgcados com nanomateriais (NM) gerando os nanoscaffolds, e dessa maneira
promover o aumento da porosidade, estabilidade mecéanica, capacidade de
inchamento, encapsulacdo de biomoléculas, bem como facilitar a aderéncia celular
(SOUNDARYA et al., 2018).

Dentro deste contexto, o presente trabalho tem por objetivo realizar a
caracterizacédo fisico-quimica de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) para no
futuro utilizd-lo como potencial indutor de diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais (MSCs) em scaffolds.



Material e Métodos

Para o experimento foram utilizadas nanoparticulas diéxido de titanio (TiO;NPs)
fornecidas pelo NanoReg, as quais sdo materiais de referencia (NM01001a, European
Union). Para todas as andlises, as TiO-NPs (1000 ug / ml) foram dispersas em meio
aquoso gqum auxilio de um sonicador marca Branson Sonifier S-450 (Branson Sonifier
S-450, EUA) a 400Watts por 16 min, com base nas orientacbes de dispersdo para
ensaios de genotoxicidade de NANOREG.

A composicdo quimica do TiO;NP foi avaliada usando o espectrébmetro de
infravermelho com transformada de Fourier Bomem (FTIR) MB-102 (Bomem, Canada).
A analise foi realizada na regidao de 4000 a 200 cm — 1 usando pastilhas de KBr
previamente secas a 500°C. As mensuracbes Raman foram realizadas em um
espectrémetro Bruker RFS 100 (Bruker, EUA) excitado com um laser Nd+3/YAG a
1064 nm, equipado com detector InGaAs resfriado por nitrogénio liquido. Os espectros
foram adquiridos com resolu¢do de 4 cm -1, e uma média de 512 varreduras foi
coletada com uma poténcia do laser de 80 mW.

O raio hidrodindmico e o potencial Zeta foram determinados pela técnica de
espalhamento dindmico de luz (DLS) com auxilio equipamento Malvern 3000 Zetasizer
NanoZS (Malvern, Reino Unido).

Finalmente, a analise morfologia do nanomaterial foi avaliada usando Microscépio
de Forca Atdmica (AFM) (Nanosurf EasyScan 2, Nanosurf Instruments, Suica), com
auxilio de uma ponta de prova em oscilagdo livre de 50 mV, e area de varredura da
sonda de 5 x 5um.

Resultados e Discussao

Ao avaliar o espectro infravermelho do TIO:NP, foram identificadas trés bandas,
uma em 542 e 686 cm™ ', associada a vibracdo das ligacdes Ti-O, o que indica que se
trata de um diéxido de titdnio; uma banda em 3427 cm™ ', que sugere superficies
hidroxiladas, a qual pode ser causadas pelas interac6es de hidrogénio entre grupos
OH da superficie do dioxido de titdnio com oxidacdo +2 e agua molecular; interacdes,
estas, corroboradas com vibragdes localizadas em 1630 cm ~* (DAVE & GOR, 2018) .
As bandas observadas no espectro Raman obtido em 639, 517 e 395 cm — 1 podem
ser atribuidas a B1g, Alg / Blg e Eg, todas associadas ao TIO, (DAVE & GOR, 2018).

As imagens obtidas pela tecnica de AFM demonstram que as TiO2NPs
apresentam diversas geometrias e tamanhos, destacando-se nas formas cilindrica,
cubica e piramidal (Fig. 2) o que pode impactar tanto no processo de diferenciacdo
celular quanto em possiveis efeitos téxicos (SOUNDARYA et al., 2018). Em adicao
todas as particulas apresentaram pelo menos uma das dimensées abaixo de 100nm.

As medidas de DLS demonstraram que o didametro hidrodinamico da TiO, NPs
variaram entre 500 e 1300 nm, quando dispersos de agua desionizada, com indice de
polidispercéo (IPD) de 0,526 + 0,05 . Ja o potencial Zeta foi deteriminado em -3,50 +
0.40 mV. Ao se avaliar em conjunto oas analises de DLS e AFM, pode se concluir que,
guando dispersos em agua, as TiO:NPs formam pequanos agregados, que sao
identificados por um IPD superior a 0,3 , onde o processo de agregacao é justificado
pela baixa repulséo eletrostatica decorrente do médulo do potencial Zeta ser inferior a
30.

Conclusoes

As nanoparticulas de TiO, possuem elevado grau de pureza, apresentando
escala nanométrica com formatos heterogéneos. Tal condigdo pode gerar tanto um



viés de favorecimento a diferenciacao de células MSCs, quanto também um fené6meno
de maior toxicidade. Dentro deste contexto, faz-se necessario, previamente ao seu uso
na producao de Scaffold um profundo estudo de cito e genotoxicidade.
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