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1. INTRODUCAO

A crescente produgdo e descarte de plasticos ao longo das ultimas décadas t€m elevado a presenca de
micro e nanoplasticos (MNPs) no ambiente,sendo o poliestireno (PS) um dos mais comuns (OECD,
2022; Yang, 2023). Além disso, diversos estudos detectaram a presenca dessas particulas no corpo
humano e mostraram que estdo associadas a efeitos adversos como estresse oxidativo, inflamagao e
danos celulares (Zhao, 2020; Pan, 2021). No entanto, os mecanismos celulares subjacentes aos efeitos
desses materiais ainda sdo pouco compreendidos. Diante disso, este trabalho tem como objetivo
comparar os efeitos fenotipicos induzidos por nanoplasticos de poliestireno (NP-PS) em células Huh?7
com aqueles provocados por inibidores de vias de sinalizacdo celular especificas, buscando inferir vias
possivelmente moduladas pelo plastico com base em similaridades fenotipicas.

2. METODOLOGIA
2.1. Caracterizacao Fisico-quimica dos Nanoplasticos de Poliestireno (NP-PS)

Para caracterizar o indice de polidispersdo e o didmetro hidrodindmico médio das nanoparticulas
de poliestireno (Spherotech, 0.7-0.9um, 5,0% w/v, PP-008-10), utilizamos a técnica de espalhamento
dinamico de luz (DLS). Para isso utilizamos o instrumento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern, Reino
Unido). A solugdo estoque das nanoparticulas de plastico (1g/L) foi diluida na propor¢do 1:10 em agua
ultrapura ou em DMEM suplementado (10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina), na
presenca de 0,0025% de Tween 20, nas condi¢des de incubagdo em estufa de atmosfera umidificada, a
5% de CO, e 37°C, nos tempos 0, 24h, 48h e 7 dias. A andlise dos dados foi realizada utilizando o
software GraphPad Prism (versao 8.0.1, La Jolla, Califérnia, EUA).

2.2.  Cultura celular e plaqueamento

As células da linhagem Huh7 (hepatocarcinoma humano), foram cultivadas utilizando meio
DMEM low glucose (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich,
Brasil) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Pen/Strep) (Gibco, Alemanha). As células foram incubadas
em estufa, a 5% de CO, e 37°C, em atmosfera umidificada, e a passagem foi realizada a cada 48 horas. A
cada descongelamento de células realizou-se um teste de micoplasma, no qual as células ficam trés dias
em meio DMEM suplementado sem antibidticos e utiliza-se o Hoechst 33342 para coloragao direta de
DNA, que ¢ verificado por microscopia de fluorescéncia no equipamento Cytation 5, BioTek
Instruments, Inc., visando garantir a integridade e a auséncia de contaminagdes na cultura celular
utilizada nos experimentos. Para os ensaios, as células foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/mL em placas de 96 pogos (Corning Incorporated, 3599 Costar, USA) e incubadas por 24 horas.

2.3. Exposicao das células aos nanoplasticos de poliestireno
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Apos 24 horas, as células foram expostas a diferentes concentragdes de NP-PS 70nm (Spherotech
Inc., Libertyville, IL, cédigo: PP-008-10) num intervalo entre Ing/L a 500mg/L, que inclui
concentragdes ambientalmente relevantes: 1ng/L, 1pg/L e Img/L (Senathirajah et al., 2021), bem como
concentracdes mais altas (10mg/L, 100mg/L e 500mg/L). Para estabilizacdo das nanoparticulas no meio
de cultura suplementado, adicionou-se também 0,0025% de Tween 20, que foi utilizado como controle
de veiculo. As células plaqueadas foram incubadas nas mesmas condi¢des apresentadas no item 2 por 24
horas.

2.4. Exposicao das células aos inibidores de vias de sinalizacao

24 horas apos o plaqueamento, as células foram expostas a trés concentragdes distintas de cada
inibidor: LY-2109761 (5 uM, 10 uM e 20 uM), SIS3 (1 uM, 2 uM e 4 uM), KU-0063794 (1 uM, 3 uM e
6 uM), Q-VD-OPh (5 uM, 10 uM e 20 uM) e Bafilomycin A1 (100 nM, 500 nM e 1 uM) — por um
periodo de 24 horas de incubacdo. Para o tratamento das células, os inibidores foram diluidos no
momento de uso em meio de cultura DMEM suplementado, de forma a atingir as concentracdes
desejadas. As células plaqueadas foram incubadas nas mesmas condigdes apresentadas no item 2.1 por
24 horas.

2.5. Ensaio de reduciao do MTT

Para realizar 0 ensaio de reducao do MTT
((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (VWR Life Science), apos 24h
adiciona-se 10uL de solucdo-estoque de MTT (5Smg/ml) e as células sdo incubadas por 2 horas. Apds o
periodo de incubagdo, a solugdo de MTT foi retirada e, em cada pogo, os cristais de Formazan foram
solubilizados com 100uL. de DMSO (LabSynth, Brasil), sob agitacdo por 10 minutos a 150 rpm. Entdo, a
absorbancia de cada pogo foi medida no Leitor Multidetec¢ao Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA) em A=570 nm (Ghasemi, 2021; Mosmann, 1983). A viabilidade celular foi
avaliada utilizando-se o software GraphPad Prism (versao 8.0.1, La Jolla, Califérnia, EUA) e os valores
foram expressos em porcentagem relativa ao controle negativo.

2.6. Ensaio Live Cell Painting

Ap6s o periodo de exposi¢ao das células as diferentes concentragcdes de NP-PS e aos compostos
moduladores de via apds 24h nas seguintes concentracdes: LY-2109761 (20 uM), SIS3 (4 uM),
KU-0063794 (1 uM), Q-VD-OPh (20 uM) e Bafilomycin Al (1 uM) —, as células foram marcadas com
50 uL/poco de Laranja de Acridina (Acridine Orange, AO; Sigma-Aldrich, USA) diluido em
FluoroBrite na concentragdo de 20 uM. As células entdo foram incubadas por 10 minutos a 37°C e 5%
de CO:. Apos este tempo, a solugdo de Laranja de Acridina foi substituida por 50 uL de FluoroBrite. As
imagens foram adquiridas pelo Leitor Multidetec¢cdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA), utilizando os filtros GFP (EX 469/35 nm, EM 525/39 nm, espelho dicroico 497
nm, LED 465 nm) e PI (EX 531/40 nm, EM 647/57 nm, espelho dicroico 605 nm, LED 523 nm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. As NP-PS apresentaram maior estabilidade coloidal em aAgua que em meio

suplementado
NP-PS PDI +SD Zeta Potential £ SD
Agua (0h) 0,05 + 0,02 53,26 +2,28
Agua (7 dias) 0,03 + 0,02 29,17 £ 0,51
Meio + Tween + FBS (0h) 0,53+0,10 -8,82 + 1,68
Meio + Tween + FBS (7 dias) 0,72 + 0,07 -18,93 + 1,66

Tabela 1. Valores de PDI e Potencial Zeta obtidos a partir da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).
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Fig 1. Caracterizacdo das nanoparticulas de plastico (NPP). As nanoparticulas de plastico foram diluidas na propor¢ao de
1:10 a partir da solugdo estoque 1mg/mL em agua ultrapura e em meio DMEM suplementado com 0,0025% de Tween 20.
Nessas solugdes, foram analisados o indice de polidispersdo, o didmetro hidrodindmico e o potencial zeta. As medi¢des foram
realizadas em quatro momentos: Oh, 24h, 48h e 7 dias. Cada valor representa a média de trés leituras independentes (n = 3)
obtidas no ZetaSizer Nano ZS90. Os graficos mostram o tamanho hidrodinamico das NPP em agua (A) e no meio
suplementado (B). O nivel de significancia utilizado foi de * =P <0.03 ¢ *** =P <0.0001, de acordo com o teste T.

As nanoparticulas de plastico (NP-PS) demonstraram maior estabilidade, mantendo o diametro
hidrodinamico constante de 71 nm (Fig 1A). Ja quando expostas a meio DMEM suplementado com 10%
de FBS, o tamanho médio das NP-PS variam, apresentando uma agregacao progressiva que aumenta de
120 nm para 825 nm ap6s 7 dias de exposicao (Fig. 1B). Além disso, analises do potencial zeta e do
indice de polidispersdo das particulas também corroboram esses achados, em agua os valores do PDI sdo
menores que 0,05 e o potencial zeta entre -53,26 e 29,17 mV, ja em DMEM suplementado, o potencial
zeta apresenta valores entre -8,82 e -18,93mV e o PDI fica acima de 0,5 (Tabela 1), apontando assim
uma maior instabilidade das nanoparticulas quando inseridas no meio.

3.2.  Células Huh7 tratadas com NP-PS apresentam alteracdes fenotipicas apesar de niao
haver reducao na viabilidade celular

Estudos anteriores do grupo ja mostraram que a exposi¢ao de células Huh7 a diferentes
concentracdes de plastico ndo leva a morte células Huh7, mas causa alteragdes sutis e subletais nestas
células (da Silva, 2025). Este achado foi corroborado no presente trabalho pelos resultados do ensaio de
reducdo do MTT (Fig 2A), que ndo apresentaram redugdo significativa da viabilidade celular na
presenga das nanoparticulas de poliestireno. No entanto, ¢ possivel perceber uma clara alteragdo no
perfil vesicular das células tratadas com a maior concentracdo de NP-PS (500mg/L; Fig. 2B), sugerindo
um possivel impacto em processos de trafego intracelular. Alteragdes morfologicas também foram
perceptiveis na menor concentragdo testada (1ng/L), indicando que mesmo exposigdes ambientalmente
compativeis podem induzir respostas celulares detectaveis, ainda que subletais. Esses achados reforgam
a importancia de comparar os perfis fenotipicos induzidos pelas NP-PS com aqueles gerados por
inibidores de vias especificas, a fim de inferir quais mecanismos celulares podem estar sendo alterados
pela exposicao ao plastico.

3.3. Apesar de ndo reduzirem significativamente a viabilidade celular, os inibidores de
vias de sinalizacio induzem alteragdes no perfil fenotipico das células Huh-7
Os resultados do ensaio de redu¢do do MTT indicam diferenga estatistica (nivel de significancia
P < 0.05 apenas para o composto KU-0063794, na maior concentracao testada (6uM), em relacdo ao
controle nao-tratado (Fig. 3C). Para as concentragdes que mantiveram ~80% de viabilidade, o ensaio
Live Cell Painting revelou importantes mudancas no padrao fenotipico das células quando comparado
com o controle (Fig. 2F), especialmente no padrdo vesicular dos inibidores da via do TGF-Beta,
LY-2109761 e SIS3, e na morfologia nuclear e citoplasmatica do inibidor de autofagia e atividade
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lisossomal, Bafilomicina-Al. Esses resultados demonstram que os inibidores induzem efeitos
fenotipicos distintos e funcionais, que servirdo como referéncia para a comparagao com células tratadas
com NP-PS, visando inferir possiveis vias de sinalizacdo afetadas pelo plastico.
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Fig. 2. Viabilidade celular e Live Cell Painting de células Huh7 expostas a NP-PS. As células foram plaqueadas a
1x10° células/mL em placas de 96 pogos e expostas diferentes concentragdes de NP-PS e incubadas por 24 horas. Para o
ensaio de reducdo do MTT (A), apods o periodo de incubagdo, foi adicionado 10puL de MTT (a Smg/mL) e as células foram
incubadas por 2 horas. Apos este periodo, os cristais de Formazan foram solubilizados em 100uL de DMSO. A absorbancia
foi medida em 570nm no Cytation 5. O nivel de significancia utilizado foi de * = P < 0.05, de acordo com o teste Ordinary
one-way ANOVA Multiple Comparisons. Para o ensaio Live Cell Painting (F), apos o periodo de incubagao, as células foram
marcadas com 50pL/poco de Laranja de Acridina na concentragdo de 20uM. As células entdo foram incubadas por 10
minutos. Apds este tempo a solu¢do de Laranja de Acridina foi substituida por 50uL. de FluoroBrite. As imagens foram
adquiridas pelo Leitor Multidetec¢ao Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o comportamento das nanoparticulas de poliestireno (NP-PS)
varia significativamente com o meio em que estdo inseridas, apresentando maior estabilidade em agua
do que em meio suplementado, apontando para a formagdo de agregados. Por outro lado, as NP-PS
promovem alteragdes fenotipicas sutis, especialmente no padrio vesicular das células Huh7, mesmo que
em concentragdes mais baixas, embora nao causem redugdo significativa na viabilidade das células
Huh7. Além disso, os inibidores especificos de vias de sinalizagdo também sdo capazes de induzir
mudancas fenotipicas distintas em concentracdes subletais (~80% da viabilidade), com destaque para
alteragdes vesiculares e morfoldgicas associadas a vias do TGF-B e autofagia. Sendo assim, estes
resultados possibilitam a aplicagdo de uma abordagem fenotipica comparativa, potencialmente capaz de
revelar os mecanismos celulares acionados pela exposi¢do a nanoplasticos.
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Fig. 3. Viabilidade celular e Live Cell Painting de células Huh7 expostas a inibidores de via de sinalizacio. As células
foram plaqueadas a 1x10° células/mL em placas de 96 pogos e expostas a trés concentragdes distintas de cada inibidor e
incubadas por 24 horas. Para o ensaio de reducdo do MTT (A-E), ap6s o periodo de incubagio, foi adicionado 10uL de MTT
(a Smg/mL) e as células foram novamente incubadas por 2 horas. Apés este periodo, a solugdo de MTT foi retirada e, em
cada pogo, os cristais de Formazan foram solubilizados em 100uL. de DMSO. A absorbancia foi medida em 570nm no
Cytation 5. O nivel de significancia utilizado foi de * = P < 0.05, de acordo com o teste Ordinary one-way ANOVA Multiple
Comparisons. Para o ensaio Live Cell Painting (F), apds o periodo de incubagao, as células foram marcadas com 50uL/pogo
de Laranja de Acridina na concentragdo de 20uM. As células entdo foram incubadas por 10 minutos. Apos este tempo a
solucdo de Laranja de Acridina foi substituida por 50uL de FluoroBrite. As imagens foram adquiridas pelo Leitor
Multidetecgdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
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