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RESUMO

O didxido de titanio (TiO2) € um 6xido metalico, amplamente encontrado na
natureza, biologicamente inerte em humanos e animais e muito utilizado devido sua
capacidade fotocatalitica e sua capacidade de oferecer brancura e opacidade. Com o
advento da nanotecnologia, nos ultimos anos, o uso do TiO2 na forma de nanoparticula
(NP) cresceu consideravelmente. Esse nanomaterial vem sendo utilizado como aditivo
em tintas, na producdo de papel, borracha, medicamentos, produtos alimenticios e
cosméticos. Em consequéncia do aumento da utilizagdo e do crescimento da
produgdo das nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2NPs), ha maior liberagéo
dessas nanoparticulas no meio ambiente e, com isso, se intensificam as
preocupacdées em relacdo ao potencial toxico desses nanomateriais nos
ecossistemas, surgindo a necessidade de conhecer seu comportamento e seus riscos.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial citogenotoxico de
nanoparticulas de dioxido de titanio no modelo vegetal Lactuca sativa L. (Asteraceae).
Para isso, as TiO2NPs (JRCNMO01001a, Unido Europeia) foram caracterizadas por
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e pelo Potencial Zeta para identificarmos o
tamanho hidrodinamico, o indice de polidispersé&o e a carga superficial. Em seguida,
foram realizados ensaios para analise de fitotoxicidade, citotoxicidade e
genotoxicidade. Para os experimentos, sementes de Lactuca sativa L. foram
submetidas a germinacdo em placas de petri contendo TiO2NPs nas concentragdes
de 10; 100 e 1000 pg/mL, por 72h, a 25°C e no escuro. Os dados da fitotoxicidade,
citotoxicidade e genotoxicidade foram analisados estatisticamente por ANOVA e as
médias comparadas por teste Tukey, valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Os dados obtidos pelo DLS indicaram tamanho hidrodindmico médio de
505,33 nm. Ainda que as nanoparticulas de TiO2 se agreguem e formem aglomerados
com um tamanho maior, como encontrado, os tamanhos das particulas primarias
continuam sendo uma caracteristica significativa, podendo causar toxicidade. O PDI
meédio de 0,353 encontrado indica uma amostra com média polidispersao, uma vez
que a forga aplicada pelo sonicador pode nao ser suficiente para quebrar ligagdes
rigidas entre agregados, superando apenas as forcas de de van der Waals dos
aglomerados. Potencial Zeta de -27,57 mV, sendo proximo a uma condigdo estavel
de £ 30mV. A analise da taxa de germinagao e alongamento radicular indicou que as
TiO2NPs ndo sao fitotoxicas para células meristematicas de L. sativa, nas
concentragdes e condi¢cdes experimentais testadas. No entanto, a analise citogenética
mostrou que as concentragdes de 10; 100 e 1000 ug/mL de TiO2NPs apresentam
citogenotoxicidade.

Palavras-chave: Nanotoxicidade. Dioxido de titénio. Lactuca sativa. Citogenética.
Meio ambiente.



ABSTRACT

Titanium dioxide (TiO2) is a metallic oxide, found in nature, biologically
inert in humans and animals and widely used due to its photocatalytic capacity and
its ability to offer whiteness and opacity. With the advent of nanotechnology, in
recent years, the use of TiO2 in the form of nanoparticle (NP) has grown
considerably. This nanomaterial has been used as an additive in paints, in the
production of paper, rubber, medicines, food products and cosmetics. As a result of
the increased use and growth in the production of titanium dioxide nanoparticles
(TiO2NPs), there is greater release of these nanoparticles into the environment and,
as a result, concerns are intensified in relation to the toxic potential of these
nanomaterials in ecosystems, resulting in want to know its behavior and its risks.
Thus, the aim of the present work was to evaluate the cytogenotoxic potential of
titanium dioxide nanoparticles in the plant model Lactuca sativa L. (Asteraceae). For
this, TiO2NPs (JRCNMO01001a, European Union) were characterized by Dynamic
Light Scattering (DLS) and by Zeta Potential to identify the hydrodynamic size,
polydispersion index and surface charge. Then, tests were carried out to analyze
phytotoxicity, cytotoxicity and genotoxicity. For the experiments, seeds of Lactuca
sativa L. were germinated in petri dishes containing TiO2NPs in the number of 10;
100 and 1000 pg / mL, for 72h, at 25°C and in the dark. Phytotoxicity, cytotoxicity
and genotoxicity data were statistically presented by ANOVA and as means
compared by Tukey test, p values <0.05 were considered. The data obtained by
DLS indicated an average hydrodynamic size of 505.33 nm. Even though TiO2
nanoparticles aggregate and form agglomerates with a larger size, as found, primary
particle sizes still remain a significant feature and can cause toxicity. The average
PDI of 0.353 found indicates a sample with average polydispersion, since the force
applied by the sonicator cannot be sufficient to break rigid bonds between
aggregates, surpassing only the van der Waals frames of the agglomerates. Zeta
potential of -27.57 mV, being close to a stable condition of £+ 30 mV. An analysis of
the germination rate and along the root surface indicated that TiO2NPs were not
phytotoxic to L. sativa meristematic cells, under the experimental conditions and
conditions tested. However, a cytogenetic analysis revealed that the rules of 10; 100
and 1000 pg / mL of TIO2NPs show cytogenotoxicity.

Keywords: Nanotoxicity. Titanium dioxide. Lactuca sativa. Cytogenetics.
Environment.
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1 INTRODUGAO

A nanotecnologia consiste em elaborar, desenvolver, sintetizar,
caracterizar e utilizar produtos e materiais com, pelo menos uma de suas dimensoes,
entre 1 e 100 nanémetros (nm) (FAKRUDDIN et al., 2012; MORAIS et al., 2014). Os
nanomateriais possuem caracteristicas eletrénicas, cataliticas e opticas diferentes de
seus representantes em massa, possibilitando novas aplicacbes em pesquisas e
desenvolvimento de tecnologias (ROBLES-GARCIA et al., 2016). A nanotecnologia
pode ser utilizada em setores industriais, tecnologia de informagdo, computagao,
eletrnica, biotecnologia, biomedicina, setor agricola, farmacéutico, alimenticio e em
aplicagcbes médicas (MORAIS et al., 2014; ROBLES-GARCIA et al., 2016). A juncéo
da nanotecnologia e da biotecnologia originou a nanobiotecnologia e compreende
uma area multidisciplinar que abrange as ciéncias bioldgicas, quimicas e fisicas,
aplicando conceitos e técnicas da nanotecnologia e da biologia para o
desenvolvimento de novos produtos com maior aplicabilidade, mais sensiveis e com
maior qualidade (TAKEDA et al., 2009; AMIN et al., 2011; FAKRUDDIN et al., 2012;
MORAIS et al., 2014).

Nesse contexto, as nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2NPs), sdo os
nanomateriais mais fabricados e o segundo nanomaterial mais utilizado em produtos
de consumo (KIM et al., 2019). Séo utilizadas como pigmento branco em tintas,
cosmeéticos e produtos alimenticios (TUCCI et al., 2013). Por apresentarem maior area
superficial em relagdo ao volume, as TiO2NPs tém maior atividade catalitica (SHI et
al., 2013; KIM et al., 2019). Seu correspondente em massa € considerado
biologicamente inerte, porém, a maior reatividade da nanoparticula causa
preocupagao sobre sua seguranga. Devido ao tamanho reduzido, as TiO2NPs entram
nas células através da endocitose ou difusdo passiva e podem produzir espécies
reativas de oxigénio (EROS), causando estresse oxidativo e também podem interagir
com o DNA (XIA et al., 2006 DI BUCCHIANICO et al., 2017; KIM et al., 2019).

Com o advento da nanotecnologia e a crescente produgao e utilizagao
de nanomateriais, ocorreu também o aumento da liberagdo desses produtos no
ambiente (KIM et. al., 2014; CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Estima-se que


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935119302531?casa_token=DB2MvuWHvncAAAAA:GDs9Kgl-pbvFDAIlHqcJdJlUMEVn4SiWmoxn4rHSkbWfXjHRjj90HsVnmGWe_ra26EFYWmZmMes#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935119302531?casa_token=DB2MvuWHvncAAAAA:GDs9Kgl-pbvFDAIlHqcJdJlUMEVn4SiWmoxn4rHSkbWfXjHRjj90HsVnmGWe_ra26EFYWmZmMes#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935119302531?casa_token=DB2MvuWHvncAAAAA:GDs9Kgl-pbvFDAIlHqcJdJlUMEVn4SiWmoxn4rHSkbWfXjHRjj90HsVnmGWe_ra26EFYWmZmMes#bib55
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935119302531?casa_token=DB2MvuWHvncAAAAA:GDs9Kgl-pbvFDAIlHqcJdJlUMEVn4SiWmoxn4rHSkbWfXjHRjj90HsVnmGWe_ra26EFYWmZmMes#bib11
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em todo o mundo, em 2009, foram produzidas 4,68 milhdes de toneladas de TiO>

e, que até 2014, esse valor foi maior que 9 milhdes de toneladas (KIM et al., 2019).

O comportamento e o destino final das TiO2NPs no ambiente ainda nao
estdo claros e nao ha muitas informagcdes em relacdo a toxicidade dessas
nanoparticulas nos ecossistemas (GHOSH et al., 2010). Nesse contexto, a
nanotoxicologia se tornou uma nova esfera dentro da toxicologia, objetivando elucidar
a toxicidade de nanoparticulas (DONALDSON et al. 2004; CABALLERO-DIAZ &
CASES, 2016).

Sendo assim, além de identificar as caracteristicas quimicas das NPs, &
preciso entender os possiveis efeitos que elas podem causar aos organismos vivos
(LIN & XING, 2007; ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Para isso, ensaios biolégicos em
diferentes organismos podem ser realizados para avaliar os possiveis efeitos
citogenotoxicos de nanoparticulas dispersas no ambiente, entre eles modelos
vegetais, ja que danos as plantas podem ocasionar desequilibrios em diversos

ecossistemas (MA et al. 2010).

Plantas superiores sao consideradas um bom modelo para avaliagcéo de
toxicidade e sdo organismos indispensaveis em todos os ecossistemas. Além disso,
sao base da cadeia alimentar e fornecem oxigénio, por isso, danos as plantas podem
ocasionar desequilibrio em diferentes ecossistemas (MA et al., 2010). Diversas
espécies de plantas podem ser utilizadas de diferentes formas para demonstrar efeitos
citogenotoxicos de agentes presentes no ambiente. Usar plantas com essa finalidade
possui vantagens, como custo baixo, sado faceis de manipular e analisar e apresentam
boa correlagdo com outros biomodelos, como por exemplo, quando comparados a
linfécitos humanos, bactérias lisogénicas, linha celular de hamster chinés V79 e
Allium, em testes realizados por Fiskesjo. (FISKESJO, 1985; ANDRADE et al., 2008).
A espécie Lactuca sativa L. (alface), é considerada um bom biomodelo, pois apresenta
numero reduzido de cromossomos, sendo 2n=18, e com tamanho maior quando
comparamos com outras espécies, facilitando observagdo em microscopio 6ptico
(CAMPOS et al., 2008?; SILVEIRA et al., 2017). Além disso, o organismo apresenta

um rapido desenvolvimento, baixo custo e facil acesso.

O comportamento das TiO2NPs no ambiente e seu destino final, ainda

estdo sendo pesquisados. Existem poucas informagdes quanto ao efeito toxico das


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651308000699?casa_token=pFUdQ2U8hykAAAAA:eG_ebC6EP-CPlOe7G-IVg2EKFbWljbnlMYtCd5hEQYdnLjslPRIklDu6dqrLSuoFl8g3t0YK6rM#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651308000699?casa_token=pFUdQ2U8hykAAAAA:eG_ebC6EP-CPlOe7G-IVg2EKFbWljbnlMYtCd5hEQYdnLjslPRIklDu6dqrLSuoFl8g3t0YK6rM#bib13
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TiO2NPs em seres humanos e menos ainda em plantas (GHOSH et al., 2010). Dessa
maneira, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial fitotoxico e
citogenotoxico de diferentes concentracbes de TiO2NPs, no biomodelo vegetal
Lactuca sativa L., utilizando para isso, a avaliacdo da germinagdo de sementes e o
desenvolvimento radicular, a analise do ciclo celular e a presenca de aberragdes

cromossdmicas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA

O prefixo “nano” resulta de uma palavra grega que significa ando. Um
nandmetro é equivalente a um bilionésimo do metro (10° m) (MORAIS et al., 2014).
Nesse contexto, & preciso diferenciar os conceitos nanociéncia e nanotecnologia, visto
que, a nanociéncia € caracterizada pelo estudo de estruturas e moléculas na escala
nanométrica, que variam entre 1 e 100 nm, enquanto a tecnologia que utiliza esse
estudo em nanoescala para aplicagdes praticas, € conceituada como nanotecnologia
(BAYDA et al., 2020). Assim, a nanotecnologia pode ser definida como a elaboracéo,
sintese, desenvolvimento, caracterizagdo e a utilizagdo de materiais e dispositivos
constituidos, com pelo menos uma de suas dimensdes, na escala nanomeétrica, entre
1 a 100 nanémetros (nm) (FAKRUDDIN et al., 2012; MORAIS et al., 2014). A evolugao
da nanociéncia pode ser identificada desde Demdcrito, no século V a.C., época em
que se considerava a matéria como continua, infinitamente divisivel em pedacos
menores, ou como sendo constituida por pequenas particulas indivisiveis e

indestrutiveis, que hoje conhecemos como atomos (BAYDA et al., 2020).

Uma das primeiras aplica¢des identificadas da nanotecnologia na historia
da humanidade foi a criagdo da Taga Lycurgus (Figura 1) no século IV d.C, pelos
romanos. Considerada uma conquista importante e memoravel no mundo dos vidros,

o vidro dicrdico presente na tagca € composto por dois tipos diferentes de vidros, que
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alteram suas cores em diferentes condi¢cdes de iluminagcao (BAYDA et al., 2020).
Através de analises de microscopia eletrénica de transmissao (MET), realizadas por
cientistias em 1990, foi possivel explicar o fenbmeno do dicroismo, que ocorre devido
a presenga de nanoparticulas, com 50 a 100 nm de diametro, de prata (Ag), ouro (Au)
e cobre (Cu), formando uma liga. Diante disso, a Taga Lycurgus é considerada um
dos mais antigos nanomateriais produzidos (BARBER & FREESTONE, 1990;
FREESTONE et al., 2007; BAYDA et al., 2020).

Figura 1 — A Taca de Lycurgus. (A) Cor verde atribuida ao espalhamento de luz por dispersées
coloidais de nanoparticulas de prata (>40nm). (B) Cor vermelho-purpura como resultado da absorgao
de luz (~520nm) pelas particulas de ouro. Fonte: BAYDA et al., 2020.

Em 1959, o fisico americano Richard Feynman, ganhador do Prémio Nobel
de Fisica em 1965, apresenta pela primeira vez a definicdo de nanotecnologia, sendo
considerado o pai da nanotecnologia (FEYNMAN, 1960). Em 1974, Norio Tanigushi,
cientista japonés, definiu a nanotecnologia como a separagédo, consolidagdo e
deformacgéo de materiais por um atomo ou molécula (BAYDA et al., 2020). A partir das
primeiras propostas de Feynman, aconteceu uma grande evolugao da nanotecnologia.
Em 1981, Gerd Binning e Heinrich Rohrer criaram o Scanning Tunneling Microscope
(STM), conhecido como microscépio de tunelamento, que permite a obtencédo de
imagens de atomos e moléculas (BINNING, et al.,1982). Em 1986, Binning e Rohrer
receberam o Prémio Nobel de Fisica pela descoberta do STM, invencao que levou ao
desenvolvimento do Microscoépio de Forca Atémica (MFA) (BINNING, et al., 1986).
Nos anos seguintes, diferentes nanoparticulas foram projetadas e estudadas, até que
no inicio do século XXI houve um aumento no interesse pelas areas da nanociéncia e
da nanotecnologia (BAYDA et al., 2020).
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Em outubro de 2011, a Unido Europeia, caracterizou os nanomateriais
como materiais acidentais, naturais ou produzidos, que possuem particulas livres ou
formando agregados, sendo que 50% ou mais dessas particulas devem apresentar
uma ou mais dimensodes entre 1 a 100 nm (SHI et al., 2013). Os materiais na escala
nanomeétrica ocorrem naturalmente, através de emissdes vulcanicas e queimadas e,
também como consequéncia de atividades industriais e através da combustdo de
automéveis. Contudo, esses nanomateriais, também sao desenvolvidos de forma
intencional para diferentes aplicacbes. Materiais nessa escala apresentam
propriedades eletrdnicas, cataliticas e Opticas diferentes das microparticulas,
evidenciando caracteristicas Unicas, permitindo, assim, novas perspectivas em
pesquisas e desenvolvimento de tecnologias (KESSLER, 2011; CLARK &
PAZDERNIK, 2015; ROBLES-GARCIA et al., 2016).

Duas das tecnologias mais promissoras do século XX| sdo a
nanotecnologia e a biotecnologia, que emprega os fundamentos e técnicas da
biologia para manipular recursos moleculares, celulares e genéticos, com a
intencdo de desenvolver produtos e servigos (FAKRUDDIN et al., 2012). Assim, a
nanobiotecnologia consiste na jungcao da nanotecnologia e da biotecnologia, sendo
uma area multidisciplinar entre as ciéncias quimicas, fisicas e biolégicas, com a
finalidade de aplicar conceitos e técnicas da nanoescala e da biologia para
compreensao e produgdo de novas ferramentas e sistemas com maior
aplicabilidade, mais precisos e com maior qualidade (TAKEDA et al., 2009; AMIN
et al., 2011; FAKRUDDIN et al., 2012; MORAIS et al., 2014).

Sendo assim, a nanotecnologia abrange aplicagdes em diferentes
setores de bens de consumo, como em setores industriais, tecnologia de
informacéo, computacgao, eletrénica, biotecnologia, biomedicina, setor agricola,
farmacéutico, alimenticio e aplicagbes médicas (MORAIS et al., 2014; ROBLES-
GARCIA et al., 2016). Dentre esses setores, as nanoparticulas vém sendo
utilizadas em drug delivery, em terapias génicas, na producdo de embalagens de
alimentos e na atividade antibacteriana em alimentos. A nanoparticula de dioxido
de titanio (TiO2NP), por exemplo, é utilizada na produgdo de cosméticos, tintas,
plasticos, além de ter aplicacdo como nanosensor na industria alimenticia para
controle de qualidade em alimentos e para purificagdo de agua (TUCCI et al., 2013;
MORAIS et al., 2014; ROBLES-GARCIA et al., 2016).
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2.2 NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO

O didxido de titanio (TiOz2), € um 6xido natural, inorganico, proveniente do
elemento titdnio, que é o nono elemento mais abundante encontrado na crosta
terrestre, biologicamente e quimicamente inerte em humanos e animais, termicamente
estavel e nao inflamavel, que se apresenta como um po fino, branco, cristalino e
inodoro (IAVICOLI et al., 2012; SHI et al., 2013; TUCCI et al., 2013; GRANDE &
TUCCI, 2016; KIM et al., 2019). O TiO2 pode ser encontrado nas formas de anatase,
rutilo e brookite (Figura 2), sendo que os tipos anatase e rutilo apresentam maior
importancia industrial, enquanto a brookite é dificiimente utilizada (SHAH et al., 2017).
Os tipos anatase e rutilo sdo formados por um atomo de titanio (Ti) envolto por seis
atomos de oxigénio (O2), em uma conformacgao octaédrica. A principal diferenca entre
esses tipos € a orientagcéo espacial dos octaedros, os comprimentos e os angulos das
ligacdes entre o atomo de titanio e os atomos de carbono (DIEBOLD, 2003; QIN et.
al., 2011). As diferencas existentes entre anatase e rutilo vao interferir na superficie,
banda elétrica, capacidade de transferéncia e potenciais redox (QIN et al., 2011). No
mundo todo, em 2009, foram produzidas 4,68 milhdes de toneladas de TiO2 e, até

2014, esse valor era maior que 9 milhdes de toneladas (KIM et al., 2019).

Figura 2 — Estruturas tetragonais de formas cristalinas de rutilo, anatase e brookite TiO2 NPs (esferas:
vermelho - 02, cinza - Ti). Fonte: WOJCIK et al., 2019.

A partir de 1972, o TiO2 comecgou a ser bastante estudado depois que
Fujishima e Honda notaram que, sob irradiacdo UV, o uso de um eletrodo

de TiO2 em uma célula eletroquimica induzia a dissociagdo da agua, mesmo sem
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a aplicagao de uma forga externa (NASR et al., 2018; FUJISHIMA & HONDA, 1972).
Desde entdo, vem sendo utilizado devido a sua grande capacidade fotocatalitica,
pois € um material fotoativo por apresentar potencial oxidante. Além disso, por
apresentar baixo custo e grande estabilidade quimica, o TiO2 tem sido muito
utilizado como pigmento branco em tintas, corantes alimentares, cosméticos,
cremes dentais e excipiente em produtos farmacéuticos (TUCCI et al., 2013; Yin et
al., 2013; GRANDE & TUCCI, 2016; NASR et al., 2018).

Contudo, com o advento da nanotecnologia, o uso do TiO2em sua forma
nanoparticulada, cresceu consideravelmente (TUCCI et al., 2013). Nos dias de
hoje, as nanoparticulas de TiO2 (TiO2NPs) sdo os nanomateriais mais produzidos e
0 segundo nanomaterial mais empregado em produtos de consumo. Estima-se uma
producdo anual de aproximadamente 4 milhées de toneladas de TiOz2, sendo 3 mil
toneladas na forma de nanoparticula (KIM et al., 2019; HU et al., 2020). Essas
nanoparticulas sao utilizadas como aditivo em tintas, tintas de impresséo, borracha,
papel, protetores solares, acgucar, cimento, creme dental, embalagens
antimicrobianas, além disso, sdo usadas em produtos para limpeza de ar,
processos fotocataliticos industriais e decomposicdo de matérias organicas em
aguas residuais (IAVICOLI et al., 2012; TUCCI et al.,, 2013). Através de sua
capacidade fotocatalitica, as TiO2NPs sao utilizadas na area médica, como
fotossensibilizadores em terapia fotodinamica, inclusive para o tratamento do
cancer (Yin et al., 2013; KIM et al., 2019).

Pelo fato de as TiO2NPs apresentarem tamanho na faixa de 1 a 100 nm,
suas caracteristicas fisico—quimicas séo diferentes quando comparadas ao seu
correspondente na forma a granel. Ademais, em razao de sua maior area superficial
em relagdo ao volume, essas nanoparticulas apresentam uma maior atividade
catalitica, podendo, assim, apresentar maior atividade biolégica (SHI et al., 2013;
KIM et al., 2019). Apesar de sua forma a granel ser considerada segura e inerte
biologicamente, a maior reatividade das TiO2NPs gera duvidas em relacao a sua
seguranga (KIM et al., 2019). As TiO2NPs entram nas células por endocitose e
difusdo passiva e, quando dentro das células, as nanoparticulas podem provocar
estresse oxidativo ao estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), e, além disso, podem interagir com o DNA, causando genotoxicidade (XIA
et al., 2006; DI BUCCHIANICO et al., 2017; KIM et al., 2019). Com isso, devido a
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grande utilizagao das TiO2NPs, ha um aumento a exposi¢cdo humana e liberagao
ambiental, proporcionando um potencial risco a saude humana e aos ecossistemas
(SHI et al., 2013).

2.3 NANOTOXICIDADE

Com o surgimento dos nanomateriais, sua crescente produgdo e
utilizagao industrial, houve também um aumento na liberagcdo desses compostos
no meio ambiente, gerando problemas éticos, sociolégicos e, possivelmente
ambientais (KIM et al., 2014; FOLTETE et al., 2015; CABALLERO-DIAZ & CASES,
2016). Liberados no ambiente por meio de residuos domésticos e industriais, os
nanomateriais podem prejudicar a microflora do solo e da agua e, assim, modificar
a cadeia alimentar e afetar a produtividade das plantas e prejudicar organismos
aquaticos (GHOSH et al., 2010). Conforme as pesquisas e aplicagbes biomédicas
de nanomateriais crescem, surgem preocupagoes sobre o potencial toxicolégico
desses produtos para o meio ambiente e para o ser humano (KIM et al., 2014).
Donaldson et al. (2004), evidenciaram, pela primeira vez, a expressao
Nanotoxicologia, sendo uma nova categoria da toxicologia, que tem como objetivo
esclarecer sobre a toxicidade causada por nanoparticulas (CABALLERO-DIAZ &
CASES, 2016). Os possiveis efeitos prejudiciais relacionados aos nanomateriais
diferem e dependem de alguns fatores, como as caracteristicas fisico-quimicas dos
nanomateriais e as condicdes de exposicdo (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016).
Pesquisas que envolvem nanotoxicologia mostram que interagdo nanomateriais e

sistemas bioldgicos € muito complexa (GERLOFF et al., 2017).

Nas pesquisas em nanotoxicologia, uma das maiores dificuldades é
levar em consideracdo a constituicdo quimica e as caracteristicas fisicas das
nanoparticulas. Por isso, em estudos quem tém a finalidade de avaliar a
nanotoxicidade de algum nanomaterial, existem algumas propriedades que devem
ser consideradas, tais como, a composicao quimica, forma, superficie,
cristalinidade, tamanho e estado de agregacdo (CABALLERO-DIAZ & CASES,

2016). A composi¢cdo quimica € uma caracteristica que pode influenciar na
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toxicidade do nanomaterial, visto que os elementos manifestam reatividade e
toxicidade quimicas distintas em meios biolégicos (KIM et al., 2014). O tamanho e
a forma estabelecem os mecanismos preferenciais de internalizagao e a eficiéncia
da absorgao das nanoparticulas e existem algumas técnicas analiticas capazes de
determinar essas caracteristicas, como por exemplo, microscopia eletrbnica de
transmissao, microscopia eletrénica de varredura, e microscopia eletrénica de forga
atbmica (PARK et al., 2009). As caracteristicas da superficie das nanoparticulas,
ou seja, a area superficial e a carga definem sua interagdo com a membrana da
célula, sendo uma forma de citotoxicidade (ARAJ et al., 2015). A cristalinidade das
nanoparticulas possui um papel importante no comportamento fisico-quimico e no
resultado toxicoldgico, pois orientagdes diferentes dos atomos podem alterar a
estabilidade quimica das nanoparticulas (NPs) e, consequentemente, modificar a
resposta biolégica (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Dependendo das
caracteristicas do meio, como o pH, a temperatura, presengca de moléculas, como
proteinas, e a forga ibnica, podem ocorrer mudangas na carga superficial efetiva
(Potencial Zeta), no estado de disperséo e agregacao, estabilidade e caracteristicas
de dissolugao das nanoparticulas (SIGMUND et al., 2005).

O comportamento das TiO2NPs no ambiente e seu destino final, ainda
estdo sendo pesquisados. Existem poucas informagdes quanto ao efeito toxico das
TiO2NPs em humanos e menos ainda em plantas (GHOSH et al., 2010). Segundo
Foltéte et al. (2015), as propriedades fotocataliticas das TiO2NPs podem ser um
problema quando esses materiais sdo dispensados no meio ambiente, pois produzem
espécies reativas de oxigénio (EROs) quando expostos a radiagcédo ultravioleta. De
acordo com alguns estudos que pesquisam sobre a nanotoxicidade das TiO2NPs,
resultados mostram que essas nanoparticulas podem induzir processo inflamatario,
citotoxicidade e genotoxicidade (DIAMOND et. al., 2017; SONG et. al.,, 2016;
TROUILLER et. al.,2009; WU et. al., 2009). Porém, existem informagdes conflitantes
a cerca da resposta toxicolégica das TiO2NPs, que podem ser resultantes da
utilizagcado desse material com diferentes propriedades, quimicas e fisicas (IAVIACOLI
et. al., 2011). Diante do exposto, ha uma grande preocupagéo em relagao a atividade
toxica e os impactos ambientais causados pelos nanomateriais, principalmente as
TiO2NPs (SANTOS FILHO et al., 2019).
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2.4 MODELO DE ESTUDO DA TOXICIDADE IN VITRO

Com o progresso no desenvolvimento da nanotecnologia, houve um
aumento de suas aplicagdes comerciais, compreendendo grande diversidade de
nanoparticulas (NPs) produzidas. O uso desses produtos pode resultar na liberagao
desses materiais no meio ambiente (MONICA & CREMONIN, 2009). Desse modo,
ha uma grande preocupagao em relagao as consequéncias ambientais que as NPs
podem causar, em especial a TiO2NP, uma vez que sdo 0os nanomateriais mais
produzidos e o segundo nanomaterial mais empregado em produtos de consumo
(KIM et al.,, 2019; SANTOS FILHO et al., 2019). Além de compreender as
caracteristicas quimicas das NPs, é necessario entender os possiveis efeitos que
elas podem provocar em organismos vivos (LIN & XING, 2007; ANDRADE-VIEIRA
et al., 2014). Elucidar os efeitos toxicos de um composto quimico, ou uma
substancia simples, por meio de bioensaios em modelos biolégicos, € uma boa
forma de acrescentar aos dados fisico-quimicos de tais compostos (BADERNA et
al., 2011). Para avaliar possiveis efeitos toxicos e genotoxicos de variados detritos
ambientais, os ensaios biolégicos podem ser feitos em diversos organismos,
procariontes, como as bactérias, e eucariontes, como linhagens celulares, animais
e plantas, viabilizando a identificacdo de possiveis danos com uma abrangéncia
maior, englobando mutagbes génicas, anomalias cromossOmicas, estruturais e
numéricas (HOUK, 1992).

Ha uma preocupagao em relagdo aos possiveis impactos toxicologicos das
NPs em organismos, como as plantas, que podem ser destino dessas NPs através do
ar, agua e solo (SANTOS FILHO et al., 2019). Plantas superiores sao consideradas
um bom modelo para avaliar toxicidade ambiental e, além disso, sdo organismos
essenciais em todos os ecossistemas. Sendo assim, estudos de fitotoxicidade sao
importantes, pois as plantas sdo a base da cadeia alimentar, fornecem oxigénio e
estdo presentes em diferentes ambientes, tanto terrestre quanto aquatico. Sendo
assim, danos as plantas podem ocasionar um desequilibrio nos diferentes
ecossistemas (MA et al., 2010).

Usar vegetais como sistema de testes toxicologicos apresenta muitas

vantagens, como baixo custo, ndo exige aprovagao em comissoes éticas, as plantas
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sdo organismos eucariotos e tém meios de processar moléculas complexas e tém
correlacdo apropriada com outros biomodelos, como o animal, inclusive células
humanas (FISKESJO, 1985; ANDRADE-VIEIRA et al., 2014; SILVEIRA et al., 2017).

Inimeras espécies de plantas apresentam diferentes formas de serem
utilizadas para evidenciar efeitos mutagénicos e citogenotéxicos de agentes presentes
no ambiente. A avaliagdo citogenética em plantas possibilita economia de recursos,
uma vez que o custo é baixo, praticidade na manipulagdo e analises, tendo boa
correlagao com dados obtidos em outros biomodelos (ANDRADE et al., 2008). A
primeira regiao da planta a entrar em contato com os possiveis agentes toxicos € a
raiz, sendo assim, a ponta da raiz, regido meristematica, € a mais exposta, por entrar
em contato com as substancias presentes na agua e no solo (ANDRADE et al., 2008;
FISKEJO, 1988). Avaliar a regido meristematica é uma forma rapida e significativa
para o monitoramento ambiental, compreendendo duas condi¢gdes de analise, a nivel
macroscopico, avaliando crescimento e a nivel microscépico, observando
comportamento celular (ANDRADE et al., 2008; FISKEJO, 1988). A regido
meristematica é formada por células em intensa divisao, sendo assim, a avaliagao do
ciclo celular possibilita entender como os cromossomos se organizam e a forma como
eles comportam durante a divisdo celular, podendo também ser utilizada para
estabelecer a toxicidade de compostos quimicos dispersos no ambiente
(RODRIGUES & KERBAUY, 2009; GRANT, 1994).

Nesse contexto, a espécie Lactuca sativa L. (alface), uma eudicotiledbnea
pertencente a familia Asteraceae, € considerada um bom modelo vegetal para ser
utilizado em estudos micro e macroscopicos de toxicidade de substancias quimicas
(SILVEIRA et al., 2017).

2.4.1 Lactuca sativa

A alface, é uma espécie que possui caracteristicas fisiolégicas, moleculares
e respostas ambientais conhecidas e bem descritas (FERREIRA, 2007; MONTEIRO

et al., 2009). Espécie modelo usada em estudos macroscépicos que abrangem
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andlises de germinagdo e desenvolvimento inicial da plantula, além de trabalhos
microscopicos que avaliam efeitos citotoxicos e genotéxicos de diferentes poluentes
ambientais (LIMA et al., 2019).

Como caracteristicas cromossdmicas, a espécie Lactuca sativa possui
pequeno numero cromossdmico (2n = 2x = 18), variando seu tamanho entre 2,8 a 5,5
pm, possibilitando uma facil visualizacdo, apresentando quatro pares
submetacéntricos, um par submetacéntrico/subtelocéntrico, um par
metacéntrico/submetacéntrico e trés pares metacéntricos (LIMA et al., 2019). Além
disso, essa espécie fornece uma grande quantidade de pequenas sementes,
aumentando a area de superficie que entra em contato com o composto quimico
analisado, boa sensibilidade e germina de forma rapida e facil e, quando comparada
a outros modelos vegetais, apresenta um baixo custo, curto ciclo de vida e muitas
variedades disponiveis (ANDRADE et al., 2010; ARAGAO et al., 2015; PINHEIRO et
al., 2015; SILVEIRA et al., 2017).

2.5 FITOTOXICIDADE E CITOGENOTOXICIDADE

Fitotoxicidade pode ser entendida como um evento onde um composto
disperso no ambiente pode gerar uma reagao toxica, prejudicando o crescimento e
desenvolvimento de plantas. Sendo assim, € possivel avaliar a fitotoxicidade através
da taxa de germinagdo de sementes, crescimento e desenvolvimento radicular
(ANDRADE et al., 2010; BERNARDES et al., 2015). Além do fato de a raiz ser o
primeiro 6rgéo do vegetal a entrar em contato com agentes toéxicos, tanto no ambiente
aquatico, quanto terrestre, tornando-se assim, um meétodo rapido e sensivel para o
monitoramento de fitotoxicidade ((ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; SILVEIRA et al.,
2017).

Um outro mecanismo de toxicidade relacionado as nanoparticulas se da a
partir da produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sao produtos de
estresse oxidativo, sendo esse, um estado de desequilibrio redox, onde a producéao
de espécies reativas de oxigénio supera a capacidade de defesa antioxidante da

célula, provocando consequéncias biolégicas adversas (XIA et al, 2006).
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Caracteristicas especificas dos nanomateriais estao envolvidas com a capacidade da
geracao de EROs, como tamanho, forma, superficie da particula, cargas da superficie,
dissolugéo de particulas, liberagédo de ions metalicos, agregagao e modo de interagao
com as células (FU e. al., 2014; AZEVEDO et al.,2018). A grande quantidade de EROs
oxida macromoléculas como DNA, proteinas e lipideos, podendo causar mutagdes,
prejuizos a organelas celulares e morte celular em condigées mais extremas (CHE et
al., 2016).

Nos ultimos anos, diferentes técnicas da citogenética vém sendo utilizadas
para analisar a toxicidade de compostos quimicos e, também, nanomateriais
(BALAJEE & HANDE, 2018). No Teste Allium cepa a analise citogenética possibilita
avaliar caracteristicas como indice mitotico, anormalidades cromossémicas e
nucleares. Tais avaliagdes podem ser obtidas para qualquer modelo vegetal, inclusive
em Lactuca sativa (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Um indicador muito utilizado citogeneticamente é o indice Mitético (IM),
sendo o numero total de células que estdo em divisdo no ciclo celular. Havendo
aumento ou reducao desse indice, pode-se indicar possivel citotoxicidade de um
determinado composto (FERNANDES et al., 2007).

Outro parametro eficiente utilizado por analise citogenética é a avaliagao
de aberragdes cromossémicas (AC), considerada muito relevante em avaliagdes de
genotoxicidade. Essas aberragdes cromossémicas podem se apresentar como
alteragbes estruturais em cromossomos e também como variagdes numéricas dos
cromossomos (RUSSEL, 2002). Diferentes aberragdes cromossémicas podem ser
avaliadas nas fases do ciclo celular, podendo ser identificadas aderéncias
cromossOmicas e, ainda, cromossomos quebrados e perdidos, células aneuploides,
poliploides e outras (LEME & MARIN-MORALES, 2009; HINTZSCHE et al., 2017).

2.6 CARACTERIZAGAO DE NANOMATERIAIS

Caracteristicas dos nanomateriais como: composi¢do quimica, forma,

tamanho, carga superficial, estado de agregacéo e aglomeragao apresentam grande
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importancia em ensaios de nanotoxicidade (GUNSOLUS & HAYNES, 2016). Assim, a
Técnica de DLS (Espalhamento de Luz Dindmico), permite a caracterizagao fisico-
quimica das nanoparticulas, permite conhecer o tamanho hidrodinamico, Potencial

Zeta, indice de Polidispersao e a possibilidade de formagéo de agregados.

Nessa técnica, um feixe de luz irradia uma particula e as ondas dissipadas
pela particula sdo captadas por um detector, gerando um sinal. Conforme a particula
se movimenta na solugao, as ondas dissipadas podem modificar o sinal captado. As
variagdes de intensidade de luz geram informagdes sobre o movimento das particulas
(ATKINS & DE PAULA, 2011). Essa analise permite a identificacdo do estado de
agregacao/aglomeracdo, homogeneidade e tamanho das nanoparticulas em
suspens&o (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016).

O Potencial Zeta, determinado através do emprego de um campo elétrico,
possibilita a medida da velocidade que as particulas carregadas se movimentam em
direcédo ao eletrodo do equipamento (PONS et al., 2006; SAPSFORD et al., 2011). O
Potencial Zeta com valor £ 30 mV ¢é atribuido para inferir a estabilidade das particulas,
onde o valor em mdédulo maior que 30 mV sugere uma condi¢ao estavel, enquanto um
valor menor que 30 mV, indica instabilidade e tendéncia a agregagao/aglomeragao
(SAPSFORD et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial citogenotdxico de nanoparticulas de dioxido de titanio

no modelo Lactuca sativa L. (Asteraceae).

3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar a estrutura fisico-quimica das nanoparticulas de diéxido de
titanio;

¢ Avaliar fitotoxicidade in vitro das nanoparticulas de didéxido de titanio;

¢ Investigar, in vitro, o potencial citotéxico e genotdxico das nanoparticulas

de didxido de titanio.
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

4.1.1 NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO

A TiO2NP utilizada foi um material de referéncia, procedente da Joint
Research Centre (JRC) (NM01001a, Unidao Europeia), e foi disponibilizado para
estudos interlaboratoriais do projeto NANOREG. Esse material foi primeiramente
caracterizado pelo proprio fornecedor por microscopia eletrénica de transmisséo e a
particula possui como tamanho primario de 5-6 nm, 95% das particulas menor que
100 nm, 77% menor que 50 nm e 11% menor que 10 nm. Essas nanoparticulas sao
do tipo anatase e apresentam area superficial de 170/316 m?/g (JRC Nanomaterials
Repository, 2014).

4.1.2 DISPERSAO DO DIOXIDO DE TITANIO

Para a realizagdo do trabalho, as TiO2NPs foram dispersas em agua
deionizada para alcangar uma concentragdo final de 1000 pyg/mL e sonicadas
(UP200S, Hielscher, Teltow, Alemanha) por 1 minuto em amplitude de 70% e ciclo de
0,5 Hz. Em seguida, a suspensao foi diluida e obteve-se as concentracées de 10
pg/mL, 100 pg/mL e 1000 pug/mL.

4.1.3 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

Empregou-se a técnica DLS (Espalhamento de Luz Dinamico), para

obtencéo de caracteristicas como o tamanho hidrodinamico, indice de polidispersao
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(PDI - do Inglés Polydispersity Index) e Potencial Zeta, utilizando-se o equipamento
Malvern 3000 Zetasizer NanoZS (Malvern, Reino Unido) localizado no Laboratério de
Nanotecnologia Aplicada a Saude e Produgédo Animal da Embrapa Gado de Leite. Foi
avaliada a suspensado na concentragado de 100 yg/mL em agua deionizada com pH
6,5, sonicada (UP200S,Hielscher, Teltow, Alemanha) por 1 minuto em amplitude de

70% e ciclo de 0,5 Hz (paréametros estipulados para o experimento).

4.2 MATERIAL VEGETAL

Como modelo bioldgico, foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. var.
Grand Rapids TBR (alface), da marca Feltrin Sementes, lote 0002301710000020, com

96% de germinacéo e pureza de 99,9%, adquiridas em agropecuaria.

4.3 CONDIGOES DE EXPOSIGAO

Sementes de Lactuca sativa L. foram dispostas aleatoriamente em placas
de petri de poliestireno forradas com papel filtro imerso em agua destilada (grupo
controle) ou suspensao de TiO2NPS em trés diferentes concentragdes, 10 ug/mL, 100
pMg/mL e 1000 ug/mL, Na sequéncia, as sementes foram cultivadas por 72 horas, a
25°C e no escuro. A cada 24 horas a agua destilada, as suspensodes de TiO2NPs e o
papel filtro foram trocados para garantir disponibilidade para todas as sementes. O
processo obedeceu ao delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),

com trés repeticdes para cada tratamento.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polydispersity-index
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4.4 AVALIAGOES DO PERCENTUAL DE GERMINAGAO E
CRESCIMENTO RADICULAR

Apods 72 horas de germinacao, foi avaliado o percentual de sementes que
germinaram em cada placa. Em seguida, as raizes foram fixadas em Carnoy (etanol:
acido acético, 3:1 v/v). Das raizes fixadas de cada repeticdo, mediu-se 30 com o

auxilio de um paquimetro digital (mtx® Matrix Tools for eXistence — 150 mm).

4.5 TESTE DE CITOGENOTOXICIDADE

As raizes fixadas em Carnoy foram utilizadas para preparo de laminas de
citogenética. A regiao meristematica foi isolada e utilizando-se solugdo enzimatica
contendo 20% de pectinase (Sigma) e 2% de celulase (Serva-Onozuka R- 34 10) por
3 horas e 10 minutos a 37°C, obteve-se a digestdo da parede celular, as laminas foram
preparadas por esmagamento (GUERRA & SOUZA, 2002). As células foram fixadas
com nitrogénio liquido e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, 0.4% w/v em Metanol)

5% (v/v) por 15 minutos.

Para avaliar o potencial citogenotoxico das TiO2NPs, foram verificadas
alteragdes no indice mitético (IM) e a classificagdo de diferentes aberragdes
cromossOmicas (AC). Para isso, as laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico
(Olympus BX41) e contabilizadas 5 mil células por repeticdo (trés repeticbes por

tratamento). Em seguida foram aplicadas as seguintes equacoes:
Equacéo para calcular indice mitético (IM):

n° de células em divisao

= - - 100
n° total de células analisadas X

Equacéo para calcular indice de aberragdes cromossémicas (AC):
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n° de células com AC
= . . = X
n° total de células em divisdo

100

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos a partir das avaliagdes do percentual de germinagéao e
crescimento radicular, assim como os dados obtidos com os testes de
citogenotoxicidade, analisados através do indice mitotico e da classificacdo das
diferentes aberragbes cromossdémicas foram submetidos a analise estatistica por
ANOVA e as médias comparadas por teste Tukey, valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DAS NANANOPARTICULAS

5.1.1 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

De acordo com os resultados do potencial zeta, realizado na
concentragcado de 100 ug/mL, com suspensado em agua deionizada com pH de 6,5, os
valores tiveram uma média de -27,57 mV, mostrando-se préxima de uma condigao

estavel + 30mV, como mostra a tabela 1.

O valor médio do indice de polidisperséo (PDI) foi 0,353 (Tabela 1), na
concentragcéo de 100 pg/mL, em suspensdo com agua deionizada com pH de 6,21,

indicando populagdo com média polidispersao.

Nas suspensodes de agua deionizada, os tamanhos hidrodindmicos de
TiO2NP variaram de 490,6 nm a 862,5 nm, em pH 6,21, com média de 505,33 nm.
(Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados obtidos por DLS na concentracao de 100 ug/mL de TiO2NP. Tamanho
hidrodinamico, PDI e potencial zeta.

100 pg/mL

Tamanho Hidrodinamico
(nm)

PDI 0, 3530, 025
Potencial Zeta (mV) -27,57 £ 0,709

505, 33 £ 12, 42
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5.2 GERMINAGAO DAS SEMENTES E CRESCIMENTO DE
RAIZ

Em relagdo ao percentual de sementes que germinaram apds 72 horas
de exposicado, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos com

nanoparticula e o grupo controle, como apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Germinagéo de sementes de Lactuca sativa expostas a nanoparticula de didxido de titanio
(TiO2NP). Dados apresentados pela média do nimero de sementes que germinaram * desvio padrao.
Resultados expressos em porcentagem.

Controle 100 + 0,00

10 pg/mL 98,33 +2,89
100 pg/mL 97,67 + 3,21
1000 pg/mL 98,67 + 1,53

Os resultados para tamanho de raizes mostraram que as
concentragbes das nanoparticulas de diéxido de titanio testadas nao alteram o

crescimento radicular em comparagao ao grupo controle, como mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Comprimento radicular de Lactuca sativa exposta a nanoparticula de dioxido de titanio
(TiO2NP). Dados apresentados pela média do comprimento das raizes * desvio padrdo. Tamanhos em
mm.

Controle 99+1,13
10 pg/mL 9,24 + 0,51
100 pg/mL 9,35+ 0,52

1000 pg/mL 9,03 +0,20
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5.3 ANALISE DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

5.3.1 INDICE MITOTICO

Os resultados das analises de células do meristema radicular de Lactuca
sativa expostas a TiO2NP mostraram aumento significativo (p<0,05) no indice mitético
na concentragao de 10 ug/mL (Figura 3), indicando que as TiO2NPs foram citotoxicas

nessa concentragao.
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Figura 3 - indice mitético em células meristematicas de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentracdes de TiO2NP. Médias seguidas de mestra letra ndo diferem significativamente entre si.
Dados apresentados por média + desvio padrao.
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5.3.2 INDICE DE ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS

Os resultados da analise de exposigcao a TiO2NPs mostram que essas
nanoparticulas induziram um aumento significativo (p<0,05) de aberracoes

cromossOmicas nas concentragdes 100 pg/mL e 1000 pg/mL, como indicado na

Figura 4.
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Figura 4 - indice de aberragdes cromossdmicas em células meristematicas de Lactuca sativa
expostas a diferentes concentragdes de TiO2NP. Médias seguidas de mestra letra ndo diferem
significativamente entre si. Dados apresentados por média + desvio padrao.

Algumas das aberragbes cromossémicas encontradas em células
meristematicas de Lactuca sativa expostas a TiO2NP estao apresentadas na tabela 4
e figuras 6 e 7. Dentre as aberragbes destacam-se fragmentos cromossémicos, onde
foi possivel observar diferenga significativa (p<0,05) na concentragao de 1000 pug/mL.
Além disso, foi possivel observar aumento na frequéncia de micronucleos com
diferenca significativa (p<0,05) em todas as concentragdes testadas em relagdao ao

controle (10 pg/mL, 100 pg/mL, 1000 ug/mL), como mostra a Figura 5.
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Fraguémncia de Micronucleo

0

0

0

0

Frequéncia de Microntcleo (%)

L0151 b
b

b T

010 7

.005

000~ T T

Tratamentos

Figura 5 — Frequéncia de micronucleo em células meristematicas de Lactuca sativa expostas a
diferentes concentracdes de TiO2NP. Médias seguidas de mestra letra ndo diferem significativamente
entre si. Dados apresentados por média + desvio padrao.

Tabela 4 - Tipos de aberragbes cromossémicas analisadas em células de meristema radicular de
Lactuca sativa expostas a TiO2NP. Os dados s&o expressos em frequéncia (%). Médias seguidas de
mestra letra ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Controle 10 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL
Clastogénico
Cromossomo Quebrado 2,7+£0,007 a 3,8+0,013 a 4,0 £0,002 a 5,0+ 0,007 b
Ponte 4,4 +0,0123 2,4 +0,0034 3,2 £ 0,0095 4,0£0,016
Aneugénico
Cromossomo Aderente 4,53 £ 0,0065 4,8 +0,0094 3,7 £0,0024 45+0,016
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Figura 6 - Fases do ciclo celular e aberragbes cromossémicas observadas em células de meristema
radicular de Lactuca sativa expostas a TiO2NP. (a) préfase normal. (b) c-metafase. (c) metafase normal.
(d) metafase com aderéncia. (e) e (f) metafase com cromossomo quebrado. (g) anafase normal. (h)
anafase com cromossomo tardio (i) anafase com ponte. (j) anafase com cromossomo fragmentado. (k)
teléfase normal. (1) teléfase com ponte.
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Figura 7 — Intérfase e aberra¢des cromossdmicas observadas em células de meristema radicular de
Lactuca sativa expostas a TiO2NP. (a) intérfase normal. (b) e (c) interfase com micronucleo. (d), (e) e
(f) comunicagéo entre nucleos interfasicos.
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6 DISCUSSAO

Com a crescente producgao e utilizagao industrial dos nanomateriais, houve
também um aumento na liberacdo desses compostos no meio ambiente (KIM et al.,
2014; FOLTETE et al., 2015; CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Assim, ha intensa
preocupacao em relagdo ao potencial de toxicidade e os impactos ambientais
causados pelos nanomateriais, principalmente as TiO2NPs (SANTOS FILHO et al.,
2019). Conhecer a forma, tamanho, carga superficial, composi¢cdo, estado de
agregacdo e aglomeracdo e o meio de dispersdo dessas nanoparticulas, é
extremamente importante para se entender a interagdo, absor¢do e a toxicidade
desses nanomateriais (ROSE et al., 2012; ZHU et al., 2013; GATOO et al., 2014).
Nesse estudo, realizamos a caracterizacao das TiO2NPs através do Espalhamento da
Luz Dinamico (DLS), que nos possibilita reconhecer a forma, tamanho, carga
superficial e do comportamento dos TiO2NPs em suspensé&o. De acordo com os dados
apresentados na tabela 1, o Potencial Zeta encontrado na concentragdo de 100
Mg/mL, em suspensao de agua deionizada e pH de 6,5, foi de -27,5mV, sendo préximo
a uma condicdo estavel £+ 30mV. Em estudo anterior, utilizando suspenséo de
TiO2NPs em agua Milli-Q, na concentragdo de 100 pg/mL, foi observada uma
estabilizagcao eletrostatica consistente, com um valor de Potencial Zeta de - 31,7 mV,
inibindo a formacgao de agregados, diminuindo a eficiéncia de fixagdo de particulas em
colisdo em suspensao (MANESH et al., 2018).

O PDI (indice de polidispersividade) mede a heterogeneidade de uma
amostra, com base no tamanho das nanoparticulas presentes. A polidispersao pode
acontecer em razao do tamanho, agregacao ou aglomeragao da amostra (MUDALIGE
et al., 2019). Ainda de acordo com a tabela 1, o PDI encontrado de 0,353, na
concentracdo de 100 upg/mL, indica uma amostra com média polidispersao.
Geralmente as amostras de nanoparticulas que sao utilizadas em estudos de
toxicologia se apresentam na forma de pod, entdo, dispersa-los € necessario para
testes in vitro, e, para isso, utiliza-se uma forca externa que supere as forcas de van
der Waals, podendo ser feito através da ultrassonicacdo, que dispersa os
aglomerados, mas, as forgas aplicadas ndo sao suficientes para quebrar as ligagdes

rigidas presentes nos agregados (JIANG et al., 2009).
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O tamanho hidrodindmico das suspensdes de nanoparticulas pode
determinar um efeito incerto na forma como um organismo reage a exposi¢cao (JIANG
et al., 2009). Como mostrado, ainda na tabela 1, em suspensao de agua deionizada,
os tamanhos hidrodindmicos de TiO2NP variaram de 490,6 nm a 862,5 nm, em pH
6,21. A carga superficial e o tamanho hidrodindmico podem ser alterados dependendo
do pH da suspensao. As caracteristicas de superficie influenciam na aglomeracao,
dispersao e tamanho hidrodindmico das nanoparticulas (JIANG et al., 2009). Portanto,
em um pH préximo ao ponto isoelétrico, as cargas superficiais sdo menores,
diminuindo a repulsao entre as nanoparticulas e, consequentemente aumentando a
agregacao e aglomeracao do material na amostra. Além disso, essas informagdes
indicam que nao ha completa homogeneidade das particulas o que pode gerar danos
aos organismos, considerando a existéncia de particulas em nanoescala na amostra
(SANTOS FILHO et al., 2019). Ainda que as nanoparticulas de TiO2 se agreguem e
formem aglomerados com um tamanho maior, os tamanhos das particulas primarias
continuam sendo uma caracteristica significativa, o que pode causar toxicidade
(TROUILLER et al., 2009).

Para se avaliar possivel fitotoxicidade de algum composto geralmente
considera-se o percentual de germinagao e alongamento radicular (SANTOS FILHO
et al., 2019). De acordo com os resultados encontrados, € possivel observar que
nenhuma das trés concentragdes de TiO2NPs testadas interferiu na germinagéo e no
crescimento das raizes de alface. Em estudo anterior, realizado em cebola (Allium
cepa), nas mesmas condigdes experimentais, nas mesmas concentracdes, utilizando
TiO2NPs diferente (Sigma-Aldrich®), Santos Filho et al. (2019) mostraram que as
TiO2NPs inibiram levemente germinacdo e o crescimento radicular (SANTOS FILHO
et al., 2019). Porém, outros autores encontraram alguns resultados contraditérios
testando-se outras concentragdes de TiO2NPs, em outras espécies. Manesh et al.
(2018), encontraram em teste utilizando sementes de espinafre (Spinacia oleracea),
expostas a TiO2NPs na concentragdo de 2 ug/mL, um aumento na taxa de germinagao
(MANESH et al., 2018). Em trabalho realizado por Yang e colaboradores (2015), ndo
foi observado efeito na germinagéao de sementes de milho (Zea mays) e arroz asiatico
(Oryza sativa) expostas a uma concentragcado de 2000 pug/mL de TiO2NPs. Em relagao
ao alongamento radicular, em estudo realizado por Manesh e colaboradores (2018),

o comprimento da raiz (mm) de sementes de nabo expostas a TiO2NPs apresentou
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aumento significativo. Sementes expostas a 10 ug/mL, 200 ug/mL e 1000 uyg/mL de
TiO2NPs apresentaram o maior comprimento de raiz, quando comparadas ao grupo
controle (MANESH et al., 2018). Na literatura a cerca da fitotoxicidade de TiO2NPs
encontramos resultados divergentes, de acordo com a espécie utilizada, as
concentragcbes testadas e as condicdes de exposicdo. Por isso, ndo se pode
generalizar os efeitos encontrados em relagdo a germinagédo e o alongamento
radicular, é preciso testar diferentes condi¢des experimentais e diferentes espécies
(MANESH et al., 2018).

Ja foram relatados, em estudos prévios, danos ao DNA de células vegetais
causados por nanoparticulas (KLANCNIK et al., 2010; CASTIGLIONE et al., 2016;
SANTOS FILHO et al., 2019). indice mitético € o nimero total de células que estdo
em divisdo durante o ciclo celular, sendo que, alteragdes nesse indice, tanto aumento
quanto reducgao, indicam citotoxicidade de algum composto (FERNANDES et al.,
2007). No presente trabalho, de acordo com a figura 3, observamos aumento no indice
mitético na concentragao de 10 ug/mL. Em estudo anterior, realizado em Allium cepa,
foi encontrada redugéo do indice mitético nas concentragbes de 100 pg/mL e 1000
pMg/mL (SANTOS FILHO et al., 2019).

Danos ao DNA causados por agentes genotdxicos podem sofrer reparo,
pelos préprios mecanismos de reparo celular, ou serem estabelecidos gerando
comprometimento da célula, que pode se manifestar como alteragbes cromossdmicas
(FERNANDES et al., 2007; MAURO et al., 2014). Neste Estudo foi possivel observar
aumento de aberragdes cromossOmicas, mostrado na figura 4, nas concentragdes de
100 pg/mL e 1000 pg/mL, diferenga significativa (p<0,05), quando comparadas ao
grupo controle. Corroborando com Santos Filho et al. (2019), que encontraram
frequéncias aumentadas de anormalidades cromossémicas dose-dependente
em células meristematicas de A. cepa expostas a TiO2NPs, o que indica a
internalizagdo das nanoparticulas (SANTOS FILHO et al., 2019). Além disso, nesse
trabalho foram encontrados diferentes tipos de anormalidades cromossdmicas, mas
apenas a frequéncia de micronucleo e de cromossomo fragmentado apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos tratados e o controle. Santos Filho et
al. (2019) observaram frequéncia aumentada de micronucleo de maneira dose-
dependente em células meristematicas de A. cepa expostas as mesmas

concentracdes de TiO2NPs, corroborando com achados deste trabalho.
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Existem diversos parametros que podem ser monitorados durante a
divisdo celular meristematica, entre elas as anormalidades cromossOGmicas e a
frequéncia de micronucleos, sendo que, os micronucleos sao estimados por muitos
autores como o mais simples e mais eficaz parametro em analises de mutagenicidade
de determinados compostos, porque eles sdo originados a partir de danos nao
reparados ou reparados de forma incorreta nas células parentais (MIGID et al., 2007;
LEME & MARIN-MORALES 2009). Agentes externos podem originar quebras
cromossOmicas, acometendo a dindmica da cromatina e prejudicando o processo de
reparo (TERZOUDI et al., 2011).

Os microtubulos sao responsaveis por formar o fuso mitético, que exerce
funcao importante durante o ciclo celular. Quando ha modificacdo na polimerizacéo e
despolimerizagdo desses microtubulos, ou quando eles ndo se ligam aos
cromossomos devido a algum problema na regido centromérica, pode afetar a
segregacao dos cromossomos para as células filhas e, com isso, ha interrup¢ao do
ciclo celular em metafase, dando origem a c-metafase (Figura 6b); ou ainda
segregagao anormal ou tardia dos cromossomos, ou cromatides, em anafase e
tel6fase (Figura 6h) (FREITAS et al., 2016; SANTOS FILHO et al., 2019). Substancias
toxicas podem agir diretamente no cromossomo e causar quebras, e, com isSso
ocasionar perda de teldbmeros, cuja fungdo € garantir protecdo e estabilidade ao
cromossomo (Figura 6f e 6j) (TERZOUDI et al., 2011). Quando ha perda dessa
estabilidade cromossdmica, a parte terminal de dois cromossomos podem se fundir,
e quando ocorre a divisdo celular, observa-se pontes em anafase e teléfase (Figura 6i
e 6l) (SANTOS FILHO et al., 2019).

Estudo anterior mostrou que as TiO2NPs apresentam efeito inibitorio na
polimerizagcao da tubulina, em experimento in situ, quando testados 6rgaos e células
humanas. Além disso, as TiO2NPs interagem com a tubulina e o microtubulo, o que
resulta em alteracdo da funcdo dessas proteinas. A tubulina é uma proteina
importante e apresenta diversas fungdes, de divisdo celular a manutencédo da forma
celular. Essas nanoparticulas podem entrar e permanecerem nas células, onde ha
aumento de sua concentragdo e interagdo com essas proteinas citoplasmaticas
(GHESHLAGHI et al., 2008).


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-47572019005026101&script=sci_arttext#B40
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O fragmento acéntrico, originado pelas perdas e quebras cromossémicas,
contem partes do material genético, sdo reconhecidos pelas células e envolvidos por
uma membrana durante a divisdo celular, originando os micronucleos (Figura 7b e 7c¢).
Além disso, compostos toxicos podem provocar formacédo de cromossomos aderentes
(Figura 6d), originados por complexos com grupos fosfato do DNA, intra e inter
cromatidicas e condensacdo do DNA, ocasionando formacdo de aglomerados
(BABICH et al., 1997; EL-GHAMERY et al., 2003). Sendo que a aderéncia
cromossOmica € considerada uma mutagédo ocasionada devido a grande toxicidade,
impedindo a segregagao das cromatides e a continuidade normal da divis&o celular,
podendo acarretar com a evolucdo de morte celular (ANDRADE-VIEIRA et al.,
2008).Assim, essas alteracbes de genotoxicidade podem ser classificadas como
clastogénicas, quando ha quebras cromossdmicas e pontes, e aneugénicas quando
ha inativacdo de estrutura celular ou inativagcdo da regido centromérica, com
cromossomos nao orientados, atrasados e c-metafases (LEME et al., 2008; LEME et
al., 2009; FENECH, 2000, FREITAS et al., 2016).
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7 CONCLUSOES

De acordo com as condicbes experimentais deste estudo, as TiO2NPs
demonstraram potencial citotoxico para células meristematicas de Lactuca sativa L.,
induzindo aumento do indice mitético observado na concentragao de 10 pg/mL. Além
disso, os efeitos genotoxicos das TiO2NPs podem ser pelo aumento de aberragdes

cromossOmicas nas concentragdes de 100 pg/mL e 1000 pg/mL.

A taxa de germinacao e alongamento radicular nao foram alterados com a
exposicédo a TiO2NP, o que indica que essas NPs ndo tém potencial fitotoxico para

células meristematicas de L. sativa nas condicdes experimentais deste trabalho.
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