UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO- AFYA
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO — CAMPUS ZONA OESTE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOMEDICINA TRANSLACIONAL

BEATRIZ LIMA ROQUETT

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE ADITIVOS ALIMENTARES A BASE DE
NANOPARTICULAS DE SILICA AMORFA SINTETICA (INS 551) EM CELULAS
DO TUBO DIGESTORIO

DUQUE DE CAXIAS
2025



BEATRIZ LIMA ROQUETT

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE ADITIVOS ALIMENTARES A BASE DE
NANOPARTICULAS DE SILICA AMORFA SINTETICA (INS 551) EM CELULAS
DO TUBO DIGESTORIO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa
de Pés-graduacdo em Biomedicina Translacional-
BIOTRANS, Universidade do Grande Rio - AFYA,
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia - INMETRO, Centro Universitario
Estadual da Zona Oeste - UEZO, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biomédicas.

Orientador:
Dr. Leonardo da Cunha Boldrini Pereira (INMETRO)
Coorientador:

Dr. Wanderson de Sousa (INMETRO)

DUQUE DE CAXIAS
2025



CATALOGACAO NA FONTE

AFYA UNIVERSIDADE UNIGRANRIO - BIBLIOTECA EUCLIDES DA CUNHA

R786a

Roquett, Beatriz Lima.

Avaliacdo da citotoxicidade de aditivos alimentares a base de
nanoparticulas de silica amorfa sintética (INS 551) em células do tubo
digestério / Beatriz Lima Roquett. — Duque de Caxias, 2025.

108 f. :il. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado em Biomedicina Translacional) — Afya
Universidade Unigranrio, Escola de Ciéncias da Saude, Duque de
Caxias, 2025.

Orientador: Dr. Leonardo da Cunha Boldrini Pereira.

Coorientador: Dr. Wanderson de Sousa.

Referéncias: f. 92-108.

1. Biomedicina translacional. 2. INS 551. 3. Silica amorfa sintética.
4. Nanoparticulas de silica. 5. Sistema gastrointestinal. I. Pereira,
Leonardo da Cunha Boldrini. Il. Sousa, Wanderson de. lll. Afya
Universidade Unigranrio. IV. Titulo.

CDD -610




BEATRIZ LIMA ROQUETT

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE ADITIVOS ALIMENTARES A BASE DE
NANOPARTICULAS DE SILICA AMORFA SINTETICA (INS 551) EM CELULAS
DO TUBO DIGESTORIO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa Interinstitucional de
Biomedicina Translacional - BIOTRANS, Universidade do Grande Rio -
UNIGRANRIO, Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia -
INMETRO, Centro Universitario Estadual da Zona Oeste - UEZO, como parte
dos requisitos para a obtenc¢éao do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas.

Aprovado em 5 de setembro de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

ub CELSO BARBOSA DE SANT ANNA FILHO
g Drata: 05,/09/2025 11:21:04-0300

verifique em https: jvalidar.iti. gov.br

Prof. Dr. Celso Sant'Anna
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia - INMETRO
Presidente da banca

O,.Q ot

Profa. Dra. Ana Lopes Ribeiro

International Iberian Nanotechnology Laboratory — INL (Braga, Portugal)
Assinado por: Carla Sofia Ferreira Baptista

Num. de Identificagao: BI14261767
Data: 05-09-2025 17:11:41 +01:00

Profa. ! SI CHAVE MOVELXrreira Baptista
Univer do forto - UPorto (Portugal)

Documents assinado digitalmente

V.b SERGIAN VIANNA CARDOZO
g Drata: 07/10/2025 20:21:38-0300

verifique em https:/ fvalidar.iti.gov.br

Prof. Dr. Sergian Vianna Cardozo
Coordenador Geral
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Translacional - BIOTRANS



DEDICATORIA

A Deus e aos meus familiares por estarem
sempre comigo me orientando e me dando
forcas por toda a minha trajetoria.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por estar comigo em todos os momentos,
guiando meus passos e colocando pessoas incriveis ao longo dessa trajetoria. Por me
fortalecer, capacitar e cuidar de mim para que eu pudesse chegar até aqui.

Aos meus pais, Carla e Ricardo, que foram a minha base. Agradeco
profundamente por todo o amor, incentivo e apoio incondicional. Eles foram essenciais
nesta caminhada, me aconselhando e me confortando nos momentos dificeis. Sem
eles, essa conquista ndo seria possivel.

A minha familia, que sempre acreditou em mim, mesmo quando eu mesma
duvidava. O apoio e incentivo deles foram fundamentais para que eu persistisse e
seguisse em frente. Obrigada por estarem ao meu lado em cada passo dessa jornada.

Ao Matheus, meu porto seguro, que esteve ao meu lado em todos os
momentos. Sua presenca trouxe serenidade e forca nos dias mais dificeis. Obrigada
por sempre cuidar de mim e por me ajudar a concluir essa etapa tdo importante da
minha vida.

Ao meu orientador, Leonardo Boldrini, agradeco pela confianca, incentivo e
pela oportunidade de fazer parte da sua equipe. Seu acolhimento, ensinamentos e
apoio foram fundamentais para meu crescimento académico e profissional.

Ao meu amigo e coorientador Wanderson de Souza, cuja paciéncia,
compreensao e dedicacdo foram essenciais para minha trajetéria. Obrigada por ter
compartilhado o seu conhecimento com carinho e generosidade. Sem seu apoio, eu
nao teria chegado até aqui.

A Marceli e a Lilian, que tornaram essa jornada mais leve e cheia de alegria.
Seu apoio e amizade foram preciosos em cada etapa do caminho.

A0S meus amigos que estiveram comigo ao longo dessa jornada, meu profundo

agradecimento. Em especial, a Angela, Barbara Gomes, Ekeveliny e Myrella.



EPIGRAFE

"O importante € nunca parar de questionar. A
curiosidade tem sua propria razéo de existir."

Albert Einstein



RESUMO
O uso crescente de silica amorfa sintética (SAS) como aditivo alimentar (INS 551)

gera preocupacfes sobre os potenciais riscos a saude. Apesar de sua ampla
aplicacéo, ainda ha lacunas significativas sobre os efeitos bioldgicos dessas
particulas, especialmente pela falta de regulamentacao especifica sobre seu tamanho.
O objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade in vitro e o potencial imunomodulador
de nanoparticulas de SAS de grau alimenticio (E551) em modelos gastrointestinais
humanos (Caco-2 e FGH). A metodologia consistiu ha aquisi¢cao do aditivo da industria
Saguaragi (Santo Amaro, SP) e sua caracterizacado por Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS), Difracdo de Raios-X (DRX), Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (TEM), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), SDS-PAGE e
espectroscopia UV-visivel. Para a avaliagdo bioldgica, células Caco-2 e FGH foram
expostas a concentragdes de 19,82—200 pug/mL por 72 h. Foram realizados ensaios
de viabilidade (MTT e xCELLIigence), estresse oxidativo (ROS), andlise de alteracdes
morfologicas e internalizacdo (MET/MEV), e analise de citocinas. Os resultados da
caracterizacdo confirmaram a composicdo de silicio e oxigénio e a estrutura amorfa
das SAS, além da presenca de proteinas adsorvidas a sua superficie. O espectro UV-
visivel demonstrou que a coloracdo da amostra nao interferiria nos ensaios
colorimétricos. O DLS indicou comportamento de agregacao dependente da dispersao
(A e B). Os ensaios bioldégicos mostraram viabilidade superior a 75% e auséncia de
estresse oxidativo significativo. A microscopia confirmou a internalizacdo das
nanoparticulas, sem danos celulares marcantes, embora concentracdes elevadas
tenham induzido alterac8es discretas na morfologia. A andlise de citocinas indicou um
perfil de imunomodulacdo associado a exposi¢cdo ao INS 551. Como conclusédo, os
resultados indicam que o INS 551 ndo compromete a viabilidade celular em
exposicoes agudas. No entanto, sua capacidade de internalizacdo e de causar
alteracdes morfoldgicas, junto com a possivel modulacéo da resposta imune, sugere
a necessidade de cautela. O estudo ressalta a importancia de padronizar os protocolos
de disperséo para avaliagdes toxicoldgicas precisas e aponta para a necessidade de
futuras investigagbes sobre os efeitos de exposigcbes cronicas e desfechos

inflamatorios a longo prazo.

Palavras-chave: INS 551; Nanoparticulas de Silica; Silica amorfa sintética;

Citotoxicidade; Trato gastrointestinal;



ABSTRACT
The increasing use of synthetic amorphous silica (SAS) as a food additive (INS 551)

raises concerns about potential health risks. Despite its widespread application, there
are still significant gaps regarding the biological effects of these particles, especially
due to the lack of specific regulation on their size. The objective of the study was to
evaluate the in vitro cytotoxicity and immunomodulatory potential of food-grade SAS
nanoparticles (E551) in human gastrointestinal models (Caco-2 and FGH). The
methodology consisted of acquiring the additive from the Saguaragi industry (Santo
Amaro, SP) and characterizing it by Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS), X-
ray Diffraction (XRD), Transmission Electron Microscopy (TEM), Dynamic Light
Scattering (DLS), SDS-PAGE, and UV-visible spectroscopy. For the biological
evaluation, Caco-2 and FGH cells were exposed to concentrations of 19.82—200 pg/mL
for 72 hours. Viability assays (MTT and XCELLigence), oxidative stress (ROS),
analysis of morphological changes and internalization (TEM/SEM), and cytokine
analysis were performed. The characterization results confirmed the composition of
silicon and oxygen and the amorphous structure of SAS, as well as the presence of
proteins adsorbed on their surface. The UV-visible spectrum demonstrated that the
sample's coloration would not interfere with colorimetric assays. The DLS indicated
aggregation behavior dependent on dispersion (A and B). The biological assays
showed viability above 75% and no significant oxidative stress. Microscopy confirmed
the internalization of nanoparticles without marked cellular damage, although high
concentrations induced slight morphological alterations. Cytokine analysis indicated an
immunomodulatory profile associated with exposure to INS 551. In conclusion, the
results indicate that INS 551 does not compromise cell viability in acute exposures.
However, its capacity for internalization and causing morphological alterations, along
with possible modulation of the immune response, suggests caution. The study
emphasizes the importance of standardizing dispersion protocols for accurate
toxicological assessments and points to the need for future investigations on the effects

of chronic exposures and long-term inflammatory outcomes.

Keywords: INS 551; Silica Nanoparticles; Synthetic Amorphous Silica; Cytotoxicity;
Gastrointestinal Tract.
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1. INTRODUCAO

1.1 Evolugao da alimentagdo humana

A nutricdo engloba todos os processos responsaveis pelo fornecimento de
substancias essenciais, capazes de fornecer energia a um organismo vivo (ALT et al.,
2022). Desde entdo, ela passou por uma evolucdo ao longo dos anos estando
intimamente ligada as adaptacdes e inovacdes tanto tecnolégicas quanto culturais
(CAPOCAGSA et al., 2024). Inicialmente, os seres humanos consumiam alimentos em
sua forma natural, ou seja, como eram oferecidos pela natureza, dependendo da caca
e da coleta para a sua obtencéo (ALT et al., 2022; CRITTENDEN et al., 2017).

A medida que o tempo avancou, a forma de consumir alimentos passou por
inumeras transformagfes impulsionadas por marcos historicos significativos
(CAPOCASA et al., 2024). Entre eles, destaca-se o dominio do fogo, um momento
crucial para a humanidade. Esse avanco por sua vez, ndo s6 ampliou as opcoes
alimentares, como também aumentou a seguranga ao eliminar microrganismos
presentes nos alimentos (KNORR et al., 2022) e aprimorou a absor¢éo de nutrientes,
fator crucial para atividades energeticamente exigentes, como a funcéo cerebral
(BADEM, 2024).

A alimentacdo humana continuou sendo aprimorada de acordo com as
necessidades e realidades de cada época, evoluindo até alcancar o estagio atual da
nutricio (CAPOCASA et al., 2024, MANNAA et al,, 2021). Dentre 0os marcos
significativos desse processo estdo a transicao da caca e coleta para a agropecuaria,
gue proporcionou maior estabilidade no suprimento alimentar (ALT et al., 2022), bem
como o surgimento da fermentacdo como uma estratégia de "pré-digestao”,
facilitando a disponibilidade de nutrientes (AMATO et al., 2021); o desenvolvimento
de métodos de conservacgdo, como a salga e a defumacédo; e, posteriormente, a
criacdo dos primeiros sistemas de refrigeracédo artificial, que revolucionaram a

preservacao e o armazenamento de alimentos (KUMAR, 2019).

Em paralelo a essa evolugéo, observou-se o aumento na busca por maneiras

de aprimorar as caracteristicas organolépticas (cor, odor, sabor e textura) e retardar
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ainda mais a deterioracao dos alimentos. Tais fatores influenciaram diretamente no
surgimento dos alimentos processados e dos aditivos alimentares (DEY et al., 2022)

(como mostrado na Figura 1).
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Figura 1. Esquema da evolucdo da alimentacdo humana. Observa-se marcos que foram
importantes para que a humanidade chegasse na nutricdo da atualidade. Fonte: Autor.

1.2 Aditivos alimentares

Os aditivos alimentares sé&o substancias adicionadas intencionalmente aos
alimentos com o objetivo de aprimorar suas propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas
ou sensoriais (SILVA et al.,, 2019; WU et al., 2021) sem, contudo, destinar-se a
nutricdo. Eles podem ser empregados durante processos diversos, como
processamento, fabricacéo, preparo, tratamento, acondicionamento,

armazenamento, embalagem, transporte ou manipulacdo (ANVISA, 2023b).

De forma geral, os aditivos alimentares podem ser classificados em categorias
como: antioxidantes, antiaglomerantes, aromatizantes, conservantes, corantes,

edulcorantes, emulsificantes, espessantes e estabilizantes (SHUKLA et al., 2017).

Durante a produgédo, esses aditivos sao utilizados para melhorar as

caracteristicas sensoriais dos alimentos, sendo empregados como agentes
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antiaglomerantes, antiespumantes, clarificantes e carreadores de sabor e aroma
(GOMES et al., 2018; MEBERT et al., 2017). No que diz respeito ao armazenamento,
eles atuam como agentes antibacterianos e antioxidantes, contribuindo para a
conservacao e prolongamento da vida util dos produtos. Adicionalmente, tém sido
aplicados como matéria-prima no desenvolvimento de embalagens alimentares, com
0 objetivo de melhorar a preservacao dos alimentos (CHEN et al., 2023).

Além dos aditivos alimentares tradicionais, destacam-se os nanoaditivos, que
podem ser produzidos na forma de nanoparticulas (NPs) ou nanomateriais (NM). O
desenvolvimento desses nanoaditivos representou um avango significativo no setor
alimenticio, uma vez que, apresentam propriedades fisico-quimicas diferenciadas em
comparacao com as mesmas substancias em dimensdes macroscoépicas (ALISSON
et al.,, 2019). Essas caracteristicas incluem uma maior capacidade de interacdo e
internalizacao em sistemas biolégicos (CARDOZA et al., 2022).

Os nanoaditivos foram desenvolvidos com o intuito de superar os desafios e
limitacdes dos aditivos tradicionais, oferecendo maior estabilidade e eficacia, aumento
da biodisponibilidade e aplicacbes multifuncionais, tornando-se uma solucéo
promissora para a evolucao da industria alimenticia (HUANG et al., 2022; SAHANI et
al., 2021).

1.3Aditivos alimentares a base de NPs de silica amorfa sintética (SAS)

A SAS é o segundo aditivo de maior producéo global e é amplamente utilizada
na industria alimenticia como agente antiaglomerante (HEMPT et al.,, 2021).
Identificada como INS 551 no Brasil e como E551 na Uni&do Europeia, sua aplicagéo
abrange desde temperos e misturas secas até confeitos e vitaminas (ANVISA, 2023b;
HEMPT et al., 2021; SOHAL et al., 2018; YU et al., 2020). Contudo, a exposi¢cao
humana a esse aditivo vai além do setor alimenticio, pois ele est4 presente em
diversos outros produtos de consumo. Na industria farmacéutica, a SAS exerce
fungbes multifuncionais como excipiente, atuando como veiculo e auxiliando na
compressdo de comprimidos (FRUIJTIER-POLLOTH, 2016). Além disso, é utilizada
em suplementos alimentares para facilitar a dispersao de vitaminas (JANJUA et al.,

2023). Um exemplo significativo da importancia farmacéutica da SAS é sua presenca
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nos comprimidos de ritonavir, componente essencial do antiviral Paxlovid® (PFIZER,
2025).

Embora as agéncias regulatorias de grande porte, como a Food and Drug
Administration (FDA), tenham aprovado o uso dessas particulas (FDA, 2025), cresce
a preocupacao cientifica quanto aos riscos potenciais a saude associados as SAS
presentes nos alimentos. Isso se deve, em parte, & auséncia de regulamentacao
especifica sobre o tamanho e a distribuicdo granulométrica dessas particulas, o que
cria brechas que permitem a presenca de NPs nos aditivos alimentares. Um estudo
da Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) revelou que até 70% da
composicao desses aditivos pode conter NPs menores que 100 nm (YOUNES et al.,
2018).

Essas NPs possuem caracteristicas que lhes conferem a capacidade tanto de
promover efeitos terapéuticos quanto de induzir danos celulares (ZAITER et al.,
2022), devido a sua habilidade de interagir com componentes intracelulares e
atravessar barreiras biologicas, como a membrana plasmatica (BEHZADI et al.,
2017). Além disso, o contato das NPs com fluidos bioldgicos resulta na formacgéo de
uma camada proteica na sua superficie, denominada “corona proteica” (GOMES, C.;
ENGELMANN, 2018), composta por ions e proteinas. Essa camada facilita a
internalizacdo celular das NPs, uma vez que as células reconhecem esses
biocomplexos de maneira semelhante a um “cavalo de Troia”, permitindo a entrada

dessas particulas em seu interior (RIBEIRO et al., 2016).

1.4Toxicidade das NPs de SAS

A toxicidade das NPs de SAS é determinada por diversos fatores, podendo
estar relacionada as caracteristicas intrinsecas ou as condi¢des de exposi¢cao. Dentre
0s principais exemplos, estdo o tipo especifico de NPs, seu tamanho, método de
producéo (Umido ou térmico), pureza, dose administrada, tipo celular analisado e, em
estudos in vivo, a via de administracdo (HUANG et al., 2022; MIAO et al., 2024).

Embora anteriormente a silica amorfa fosse considerada menos prejudicial em
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comparacao a silica cristalina, pesquisas apontam que ela pode apresentar niveis de
reatividade semelhantes (DAL-CHERI et al., 2021; MARQUES DA SILVA et al., 2022).
A representacdo esquematica da SAS e da silica cristalina pode ser observada na

figura 2.

A silica cristalina distingue-se por seu arranjo estrutural ordenado, onde os
atomos de silicio (Si) e oxigénio (O) formam padrdes tridimensionais regulares e
repetitivos (GOMES et al., 2018). Suas principais formas incluem quartzo, cristobalita,
tripoli e tridimita (SINGLA et al., 2022). A exposicdo prolongada a particulas de silica
cristalina, especialmente pela via respiratdria, esta associada ao desenvolvimento de
doencas graves, como silicose e cancer de pulmédo (SILVA et al.,, 2022). Em
contrapartida, a silica amorfa apresenta um arranjo estrutural desorganizado, no qual
os atomos de Si e O ndo seguem padrdes regulares (GOMES et al., 2018). Essa
forma pode ser classificada em trés categorias principais: natural, subproduto de
processos metalurgicos e sintética (CHEN et al., 2018).
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Figura 2. Comparagdo da organizagao estrutural entre a silica amorfa e a silica cristalina. Fonte:
(CALLISTERJUNIOR, 2002 apud COSTA; ALMEIDA; MOREIRA, 2020). Adaptado.

Os mecanismos de toxicidade das NPs de silica, sejam amorfas ou cristalinas,
sao multifatoriais (HSU et al., 2021) e ainda ndo estdo completamente
compreendidos. Pesquisas demonstraram que as NPs de SAS sédo capazes de

desencadear processos como estresse oxidativo, inflamacéo, efeitos citotoxicos e
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genotoxicos, e morte celular (apoptose); no entanto, as vias de sinalizacdo molecular
especificas que mediam esses efeitos permanecem pouco compreendidas. A
elucidacdo dessas vias é fundamental para desenvolver estratégias a fim de mitigar
os riscos (ALMEIDA-DA-SILVA et al., 2023; HUANG et al., 2022; OGAWA et al.,
2021).

A interacdo entre as NPs de SAS e os sistemas bioldgicos, particularmente o
sistema imunologico (ERNST et al., 2021), exerce um papel fundamental na inducéo
de inflamacédo e na liberacdo de citocinas (PONDMAN et al., 2023). O sistema
imunologico inato, especializado no reconhecimento de estruturas em nanoescala,
como virus, também é capaz de detectar e responder as NPs de SAS, ativando a
producéo de citocinas pro-inflamatérias. Embora essa resposta seja essencial para a
defesa do organismo em diversas situacdes, ela pode, em alguns casos, levar a uma
inflamacdo exacerbada e contribuir para potenciais efeitos téxicos das NPs
(BARBERO et al., 2017).

Ogawa et al. (2020) demonstraram que a ingestao diaria de NPs de SAS com
tamanho médio de 10 nm é capaz de ativar o inflamassoma “Apoptosis-associated
speck-like containing a CARD” (ASC) em células imunes da lamina prépria, como
macréfagos, mesmo em doses consideradas seguras (aproximadamente 3
mg/kg/dia). Outros estudos corroboram esses achados, indicando que as NPs de SAS
podem induzir estresse oxidativo e estimular a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ativar o inflamassoma NLRP3 (ALMEIDA-DA-SILVA et al., 2023;
LIU et al., 2020).

Apesar das preocupac¢des associadas a toxicidade, as NPs de SAS (SHARMA;
JHA, 2020) continuam amplamente empregadas em setores como as industrias
alimenticia, téxtil e farmacéutica, além disso, seu uso crescente na medicina,
especialmente em dispositivos médicos (DE MATTEIS, 2017; LEOPOLDO; VECHIO,
2020).
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1.5Tubo digestério

As NPs de SAS ja demonstraram potencial para induzir citotoxicidade em
células do sistema gastrointestinal. Entretanto, ainda ndo esta claro se essas
particulas seriam capazes de causar toxicidade ao tubo digestério em sua totalidade
(OGAWA et al., 2021; PIECHULEK et al., 2019).

O tubo digestoério é uma estrutura de alta complexidade que se estende da
cavidade oral ao esfincter anal, sendo formado histologicamente por: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Ele possui funcdes essenciais que incluem o
transporte e a absor¢cdo de nutrientes, agua e eletrélitos, além da eliminacao de
residuos metabolicos (FITZPATRICK et al., 2020). Ele também desempenha papéis
importantes na defesa imunoldgica contra patdgenos ingeridos, na producdo de
horménios que regulam o processo digestivo e na manutencédo do equilibrio acido-
base e hidroeletrolitico do organismo (WOZNIAK et al., 2021). Portanto, qualquer
dano ou perturbacdo que afete essa estrutura pode resultar em consequéncias
sistémicas graves, comprometendo a homeostase do corpo (GUILLIAMS, 2019).

A compreenséo dos efeitos das NPs de SAS no trato gastrointestinal ainda &
limitada. Apesar dessa lacuna, pesquisas tém demonstrado que as NPs de SAS
podem interagir com as proteinas de juncédo oclusiva (tight junctions), como a claudina
e a ocludina, causando um relaxamento dessa junc¢ao, aumentando a permeabilidade
intestinal e, consequentemente, ativando processos inflamatorios. Além disso, foi
observado que essas particulas sdo capazes de provocar o rompimento dos
filamentos de actina (LAMSON et al., 2019; ZAITER et al., 2022) prejudicando ent&o
a absorcao nutricional (GUO et al., 2018). No estudo realizado por Piechulek et al.
(2019), notou-se que as NPs de SAS comprometiam a absorcdo intestinal de
oligopetideos em nematoides Caenorhabditis elegans, resultando em desnutricdo
nesse modelo experimental.

Sabe-se que o0 microambiente do trato gastrointestinal pode alterar
significativamente as propriedades das NPs de silica, influenciando sua toxicidade e
biodisponibilidade (OGAWA et al., 2021; WINKLER et al., 2016), uma vez que 0
processo digestivo pode alterar suas propriedades fisico-quimicas dessas particulas
(ZAITER et al., 2022). Estudos demonstram que essas particulas tendem a formar

aglomerados em ambientes acidos, como o estdbmago, e se dispersam em um
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ambiente alcalino como o do intestino (ASAD et al., 2022; SHI et al., 2020; WINKLER
et al., 2016). Outro fator a ser considerado é o muco, ja que, ele pode fornecer um
pouco de protecao para os tecidos (ZAITER et al., 2022). Esses achados ressaltam a
necessidade de uma compreensédo aprofundada sobre como as condi¢cGes do trato
digestério influenciam as propriedades e o0s possiveis efeitos toxicos dessas
particulas (ZHOU et al., 2022) (Figura 3).

Outro componente fundamental para a homeostase do tubo digestorio é a
microbiota (WOZNIAK et al., 2021). Esse ecossistema é composto por diversos
microrganismos que contribuem tanto para a digestdo quanto para a resposta
imunoldgica, uma vez que, fortalece a barreira intestinal e exerce efeitos
imunomoduladores (LIN et al., 2017; METWALLY et al., 2024).

Algumas evidéncias indicam que a exposic¢ao crénica e o consumo de alguns
aditivos alimentares como o0s corantes, edulcorantes e emulsificantes, pode levar a
modulac¢do negativa a composi¢cao da microbiota (CAO et al., 2020), contribuindo para
0 aparecimento de distlrbios metabdlicos e até cancer (CUNHA et al., 2023; WANG
et al., 2023).
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Figura 3. Esquema dos obstaculos fisiologicos enfrentados pelas NPs ao transitarem no trato gastrointestinal. O organismo possui diversos

mecanismos de defesa para lidar com as NPs ingeridas. As NPs podem sofrer alteragfes em sua estrutura devido a degradacgao enzimatica, alteracdes de pH
e a formagdo de uma camada proteica. Além disso, 0 muco presente no epitélio intestinal atua como uma barreira fisica, dificultando a internalizagao dessas
particulas. Os enterdcitos absortivos, induzem a internalizagcao dessas particulas por diferentes vias pinocitoticas, e em seguida, direciona essas particulas
para os lisossomos para serem degradadas. Tais particulas também podem ser eliminadas por células do sistema imune, por fagocitose (ASAD et al., 2022).
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1.6Legislacao

Atualmente, ndo h& uma regulamentacdo especifica para produtos que
contenham NPs (ENGELMANN; LEAL, 2020). No entanto, ha um consenso entre as
organizacdes cientificas de que as NPs podem apresentar um impacto significativo
na saude humana, destacando assim a necessidade de investigar a periculosidade
de cada NPs antes de serem utilizadas (CARDOZA et al., 2022).

Segundo a EFSA, as informacdes disponiveis sobre a toxicidade oral da SAS
sdo insuficientes, impedindo uma avaliacdo de risco confiavel (YOUNES et al., 2018)
e impossibilitando a definicdo de uma ingestdo diaria aceitavel (ADI) como "ndo
especificada” (HEMPT et al., 2020).

O FDA permite que os produtos alimenticios contenham até 2% de dioxido de
silicio (SiO2) em peso do produto de consumo (YOUNES et al., 2018). No Brasil, a
Resolucado da Diretoria Colegiada (RDC) n° 239, de 26 de julho de 2018, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autoriza o uso do SiO2 em diversas
categorias de alimentos, incluindo cacau e chocolate, confeitaria, suplementos
alimentares e produtos farindceos. Os limites maximos variam conforme a categoria,
mas, em geral, sdo de 10 g/kg. O uso da silica em nanoescala ainda esta sob
avaliacao por autoridades sanitarias, devido a possiveis diferencas na absor¢céo e nos
efeitos biolégicos. Entretanto, ndo ha critérios especificos estabelecidos para a
granulometria e o tamanho das particulas (CONASS, 2018).

1.7 Falta de padronizacao entre os estudos de citotoxicidade

Apesar de existirem diversos estudos in vitro e in vivo que avaliem a seguranca
das NPs de SAS, os resultados sao conflitantes (MCCLEMENTS et al., 2016; SOHAL
et al., 2018). Um dos principais fatores que contribuem para essa inconsisténcia é a
utilizacdo, em muitos trabalhos, de formas de SAS ou cristalina que néo
correspondem as aplicadas como aditivos alimentares (INS 551).

Essas diferencas nas propriedades fisico-quimicas resultam em uma escassez
de informacdes especificas sobre a toxicidade da SAS de grau alimenticio (YU et al.,
2020).
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As NPs de SAS destinadas ao uso alimentar apresentam caracteristicas
distintas em relagéo a materiais de referéncia amplamente empregados em estudos
toxicoldgicos in vitro, como a NM-200 e a NM-203 (MURUGADOSS et al., 2017).
Entre essas diferencas, destacam-se aspectos como pureza, estrutura,
funcionalidade e avaliagcdo toxicologica, sendo a pureza e a composicao os fatores
mais relevantes (ANVISA, 2020). Enquanto as SAS alimenticias sao produzidas sob
rigorosos critérios de fabricacdo, que visam minimizar residuos metéalicos e
compostos potencialmente toxicos (YOUNES et al., 2018), a NM-200 e a NM-203,
desenvolvidas para aplicagdes industriais, podem apresentar maior quantidade de
grupos silanois livres na superficie, aumentando sua reatividade (BRAND et al.,
2021).

Outra diferenca importante estd no tamanho das particulas. O NM-200 e o
NM-203 sdo compostas majoritariamente por particulas com diametro inferior a 100
nm (COMISSAO EUROPEIA, 2013). Enquanto as NPs de SAS alimenticias
apresentam uma distribuicdo de tamanho mais ampla (maiores que 100 nm). Essa
distincdo é significativa, pois particulas menores possuem maior propensao a
interagir com sistemas bioldgicos, o que pode influenciar sua biodisponibilidade e
potenciais efeitos toxicologicos (ASAD et al., 2022; MURUGADOSS et al., 2017).

Além dessas diferencas, a falta de padronizacéo tanto na caracteriza¢do quanto
nos testes toxicoldgicos com NPs representa outra limitacdo relevante (BRAND et
al., 2021; SOHAL et al., 2020). Discrepancias nos desenhos experimentais, incluindo
distribuicdo de tamanho de particula, quimica de superficie e sistemas de teste,
contribuem para achados conflitantes e dificultam a avaliagdo dos efeitos bioldgicos
das NPs de SAS (BRAND et al., 2021).

Ao fazer uma comparacao entre o estudo realizado por (TARANTINI et al., 2015;
WANG et al.,, 2013), pode-se observar resultados divergentes. No estudo de
TARANTINI et al. (2015), foi possivel observar uma queda na viabilidade celular na
linhagem Caco-2, células epiteliais do intestino grosso (c6lon), apos 24 horas (h) de
exposicdo a concentragbes a partir de 32 pg/mL de NPs de SAS; estas

apresentaram uma viabilidade de apenas 20% quando expostas a 256 pg/mL. Por
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outro lado, WANG et al. (2013) utilizaram a mesma linhagem e tempo de exposicao,
porém n&o observaram efeitos toxicos mesmo em concentra¢des de 500 pg/mL.

Diante disso, fica evidente que a auséncia de padronizacdo metodoldgica, aliada
ao uso de materiais que nao refletem a composicéo real dos aditivos alimentares
(como por exemplo o INS 551), gera incertezas significativas. A falta de clareza
guanto a origem e as especificacbes desses materiais compromete a extrapolacéo
dos resultados toxicologicos para exposi¢cdes dietéticas reais. Portanto, torna-se
urgente estabelecer protocolos de teste padronizados que considerem as
caracteristicas do material, as condi¢cdes de exposicdo e 0s sistemas bioldgicos
adequados, garantindo assim resultados mais confidveis e comparaveis para a

avaliacdo da seguranca da SAS de grau alimenticio.
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2. JUSTIFICATIVA

As SAS de grau alimentar, conhecidas como INS 551, tém sido amplamente
utilizadas, especialmente na industria alimenticia (YU et al., 2020). Essa ampla
aplicacdo decorre da capacidade do INS 551 de melhorar caracteristicas
organolépticas e prolongar a vida util dos alimentos (DEY et al., 2022). No entanto,
persiste uma lacuna significativa no conhecimento cientifico acerca dos impactos
deste aditivo na saude humana. Grande parte dos estudos disponiveis avaliou outros
tipos de silica, gerando dados frequentemente pouco confiaveis e, por vezes,
contraditorios. Essa falta de clareza sobre os efeitos potenciais do INS 551 representa
uma relevante preocupacdo no ambito da seguranca alimentar e saude publica
(BRAND et al., 2021).

Diante desse cenario, esta dissertacdo teve como objetivo principal fornecer
evidéncias cientificas robustas sobre os possiveis efeitos das NPs de SAS (que
vamos passar a chamar somente de INS 551) em células do tecido gastrointestinal
humano, com foco nos modelos celulares FGH (fibroblastos gengivais humanos) e
Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma colorretal). Além disso, buscou-se
padronizar os ensaios de citotoxicidade, promovendo maior reprodutibilidade e
preditibilidade nos resultados. Espera-se, assim, contribuir significativamente para a

garantia da seguranga e qualidade dos alimentos consumidos pela populagéo.

Para garantir a qualidade dos resultados, o projeto foi conduzido em
conformidade com normas internacionais. No que se refere a caracterizacdo das NPs
de SAS, seguimos as normas ISO 19337 (Nanotecnologias — Caracteristicas das
suspensodes de trabalho de nano-objetos para ensaios in vitro destinados a avaliar a
toxicidade intrinseca dos nano-objetos) para caracterizacado das nanoparticulas, 1ISO
22412:2017 (Analise de tamanho de particulas — Espalhamento dindmico de luz
(DLS)) para a analise do tamanho das nanoparticulas e ISO 9276-1 (Representacao
dos resultados da analise de tamanho de particulas — Parte 1. Representacéo
grafica). Para os ensaios de citotoxicidade adotou-se a norma ABNT NBR 1SO 20391-
2 (Biotecnologia — Contagem celular — Parte 2: Desenho experimental e analise

estatistica para quantificar o desempenho de métodos de contagem) e a ISO 10993-
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5 (Avaliacéo biologica de dispositivos médicos — Parte 5: Ensaios de citotoxicidade
in vitro). Essa adoc¢ao normativa reforca a robustez do procedimento e a validade dos

resultados obtidos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade do INS 551 sobre células do tubo digestorio.

3.1.1 Objetivo especifico

I Caracterizacao fisico-quimica do INS 551;

Il. Andlise de adsorcéo proteica, apos exposicdo ao INS 551 aos meios de

cultivo;

Il. Avaliacao da viabilidade das linhagens celulares ap6s exposi¢do ao INS
551;

V. Andlise morfolégica das linhagens por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) apés a exposicdo ao INS 551;

V. Andlise de internalizacdo do INS 551 nas linhagens celulares por
microscopia eletronica de transmissao (MET);

VI. Andlise de secrecdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) apés

exposicao ao INS 551;

VII. Avaliacdo de secrecao de citocinas inflamatérias apds exposicao ao INS
551;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Nanomaterial

Para a execucdo deste projeto, foi utilizada a SAS de grau alimenticio. O
material foi obtido por meio de doagédo da empresa Saguaragi Indastria e Comércio
LTDA (Santo Amaro, Sdo Paulo, Brasil), onde é comercializado sob o nome
PERKASIL® SM 660 (U). No restante do texto, este aditivo sera referido apenas
como INS 551.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica e disperséo do INS 551

A caracterizacao quimica elementar do aditivo foi realizada por espectroscopia
de energia dispersiva de raios X (EDS), enquanto a caracterizacdo da fase cristalina
foi conduzida por meio do ensaio de difracdo de raios X (DRX).

A fim de determinar o tamanho, a morfologia e o estado de agregacado das

particulas, foram empregadas as técnicas de MEV e MET.

4.2.1 Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplado ao

microscopio eletrénico de varredura (MEV)

Para a caracterizacdo elementar, a amostra (em po0) foi colocada sobre stubs
metdlicos, revestidos com fita de carbono condutora; tal revestimento tem como
intuito minimizar a interferéncia eletrostatica, assegurando assim uma boa

condutividade elétrica.

Os suportes foram, entdo, inseridos na camara de vacuo do MEV FEI
Magellan 400 (Thermo Fisher Scientific, EUA). Apds a formacdo do vacuo,
escolheu-se o local da amostra que seria bombardeada pelo feixe de elétrons com
uma voltagem de aceleragdo de 15 kV, sendo suficiente para excitar os atomos
presentes na superficie da amostra. A interacdo do feixe de elétrons com a amostra

resultou na emissdo de raios-X caracteristicos, que foram detectados por um



sistema integrado de EDS acoplado ao MEV. Os dados obtidos foram processados
com o software AZtecEnergy (Oxford Instruments, Reino Unido), que permitiu a
identificacdo e a atribuicdo dos elementos com base nas assinaturas espectrais

Unicas de cada um.

4.2.2 Difracéo de raios-X (DRX)

Nesse ensaio, o INS 551, em p0, foi colocado em um porta-amostra com
cavidade, compactado e cuidadosamente nivelado, a fim de criar uma superficie
plana, garantindo entdo uma difracéo uniforme dos feixes. Em seguida, a amostra
foi inserida em um difratdbmetro D8 Focus (Bruker AXS, Alemanha), onde um feixe
de fotons, com radiagdo Cu-Ka (A = 1.5406 A), incidiu sobre a amostra. Os dados
de difracdo foram processados e os gréaficos gerados utilizando o software Origin
(OriginLab, EUA).

4.2.3 Protocolo de disperséo do INS 551

Para a utilizacdo do INS 551 nos ensaios de exposigéo in vitro, foi
necessario realizar a dispersdo em agua ultrapura, seguida da diluicdo em meios

de cultura especificos para cada linhagem celular.

A caracterizacao das dispersdes foi conduzida por espalhamento dinamico
de luz (DLS, Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments GmbH), a fim de avaliar a
distribuicdo hidrodindmica das particulas. Para o preparo das soluc¢des de INS 551,
50 mg do p6 foram pesados em balanca analitica de alta preciséo (Sartorius AG,
Gottingen, Alemanha) e suspensos em 50 mL de agua ultrapura, resultando em

uma concentracao inicial de 1 mg/mL.

A decisao de desenvolver dois protocolos distintos de dispersédo (com e sem
sonicacgdo por ultrassom) teve como objetivo gerar suspensdes de INS 551 em
diferentes estados de aglomeracdo. Esta abordagem é crucial para mimetizar a

variabilidade de condi¢ces encontradas em estudos toxicoldgicos e de aplicacao,
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onde o material pode ser submetido ou ndo a processos energéticos de dispersao.
A Dispersdo A (sonicada) visa representar o estado mais monodisperso e com
menor tamanho hidrodindmico, comumente almejado em estudos de nano-
biointeracdo para avaliar os efeitos intrinsecos das INS 551. J4 a Dispersdo B
(apenas agitada) simula um estado de maior aglomeracao, mais representativo de
como o0 material poderia se comportar em uma suspensao preparada de forma
menos energética, permitindo assim investigar o impacto dos agregados na
resposta biolégica. Dessa forma, a comparacao entre 0s dois grupos permite uma

avaliacdo toxicolégica mais abrangente e realista.

Na Dispersao A, apos a homogeneizacao inicial em agitador magnético C-
MAG HS 4 (IKA, Alemanha) por 10 minutos (min) a temperatura ambiente (~25 °C),
com o objetivo de melhorar a dissolucao do aditivo e garantir maior homogeneidade
da amostra, a barra magnética foi removida. Em seguida, a suspensado foi
submetida a disperséo ultrassonica direta com sonificador de mesa modelo Q700
(Qsonica, EUA) equipado com uma microsonda de titdnio de ‘& polegada de
didmetro. O processo foi conduzido com uma poténcia de saida nominal de 32 W,
em modo pulsado (ciclo de 8 segundos (s) ligados / 2 s desligados) por 15 min,
utiizando banho de gelo para evitar superaquecimento. Esse protocolo de
sonicacao foi previamente estabelecido e validado pelo grupo de pesquisa (DAL-
CHERI et al., 2025).

Na Dispersao B, a suspenséo foi apenas submetida a agitacdo magnética,
nas mesmas condicdes (10 min a temperatura ambiente), sem 0 processo
subsequente de sonicacdo. O tamanho médio das NPs de SAS foi determinado

imediatamente apds cada protocolo de disperséao.

4.2.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (PZ)

O diametro hidrodinamico médio (d, nm), o indice de polidisperséo (PDI) e o
potencial zeta (¢, mV) do aditivo INS 551, na concentragdo de 1 mg/mL, foram
determinados utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments

GmbH, Reino Unido). As analises foram conduzidas em trés condigbes
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experimentais: agua ultrapura (PURELAB Option Q, ELGA LabWater, Reino
Unido), Dulbecco’s Modified Eagle Medium com alta concentragdo de glicose
(DMEM High Glucose, Sigma-Aldrich, EUA) e Dulbecco’s Modified Eagle Medium
com baixa concentracdo de glicose (DMEM Low Glucose, Sigma-Aldrich, EUA).
Todos os meios de cultura foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, EUA).

As medicdes DLS e de PZ foram realizadas em triplicata, antes e apos 0s
processos de dispersdo (A e B). As analises foram feitas a uma temperatura
controlada de 25 °C, utilizando cubetas descartaveis de poliestireno (10 mm de

caminho 6ptico).

4.2.5 Andlise por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e

microscopia eletrénica de varredura (MEV) do INS 551

Para a avaliacdo da morfometria do INS 551, as analises foram realizadas por
meio de MET. Para a preparag¢ao das amostras, foram depositadas aliquotas de 5 uL
da suspensao de INS 551 (1 mg/mL) em grades de cobre de 300 mesh revestidas
com Formvar, as quais foram deixadas para secar ao ar em temperatura ambiente.
As imagens foram obtidas utilizando o microscopio Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI,
Paises Baixos), operado a 120 kV. Assim como nas analises realizadas por DLS, as
amostras foram analisadas sob as seguintes condi¢des experimentais: agua ultrapura
e meios de cultivo suplementados (DMEM Low Glucose e DMEM High Glucose),

antes e apos o processo de dispersdo. No total, foram examinadas oito grades.

Ja para a avaliacdo morfoldgica do INS 551, foram empregadas analises por
MEV. Para a preparacdo, 2 mg de INS 551 foram pesados em balanca analitica
(Sartorius AG, Gottingen, Alemanha) e dispersos em 2 mL de agua ultrapura,
resultando em suspensédo a 1 mg/mL. A solucdo foi homogeneizada por aspiragao e
dispensacdo repetidas com uma micropipeta de 1 mL (Eppendorf®, Alemanha),
seguida de sonicacdo em banho ultrassonico por 10 min, visando reduzir a

aglomeracdao e facilitar a visualizacdo da morfologia das particulas.
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Para o preparo das amostras para MEV, laminas de silicio previamente limpas
com etanol e agua ultrapura foram montadas em suportes de aluminio (stubs)
utilizando fita de carbono. Pequenos volumes da suspensao foram depositados sobre
as laminas, que foram entdo mantidas em dessecador até a secagem completa
(periodo = 1 h).

4.2.6 Avaliacdo da adsorcéo proteica

Realizou-se a analise do perfil proteico adsorvido na superficie do INS 551,
conhecida como corona proteica. Para esse ensaio, o INS 551 foi analisado em agua
ultrapura apdés o processo de sonicacdo descrito no item 4.2.3. Prepararam-se
diluicdes no meio de cultura DMEM High Glucose, suplementado com 10% de SFB,
e as amostras foram homogeneizadas por meio de vortex.

ApGs a incubacéo de 1 h, as solugfes foram centrifugadas a 4.400 rpm por 1
h, ressuspenso em PBS 0,01 M e armazenadas em congelamento até a realizacéo
do ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio
(SDS-PAGE).

Para a realizacdo da andlise por SDS-PAGE, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e submetidas a uma nova centrifugacao a
5.000 rpm. Em seguida, foram ressuspenso em tampao de amostra e aquecidas a
100 °C por 5 min em um termo-bloco Kasvi.

Feito isso, as amostras e o padrédo de peso molecular da BioRad foram
submetidos a uma corrida de eletroforese em gel de bis-poliacrilamida a 7,5% a 120
V a fim de separar as proteinas por peso molecular.

Posteriormente, as bandas proteicas serdo identificadas por espectrometria

de massa.

4.2.7 Espectroscopia de Absorcao de Ultravioleta-Visivel (UV-visivel)

Essa técnica foi realizada para investigar as propriedades 6pticas do INS 551.

Para isso, o p6 foi dissolvido em &agua ultrapura e passou pelo processo de
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sonicacédo; esse preparo seguiu o protocolo que foi estabelecido no item 4.2.4. Foi
colocado 1 mL de solugdo em uma cubeta de quartzo. A absorbancia foi medida nos
comprimentos de onda na faixa de 200 a 800 nm, a uma resolucdo de 1 nm. Para
esse ensaio foi utilizado o espectrofotdbmetro de UV-Visivel Molecular Devices
Spectra Max 190 (Sunnyvale, EUA).

4.3 Cultivo das linhagens celulares

Para os ensaios de citotoxicidade, duas linhagens celulares foram utilizadas:
fibroblastos gengivais humanos (FGH, ATCC CRL-2014™) e células epiteliais de
adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2, ATCC HTB-37™). Ambas as linhagens
foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e armazenadas no

biobanco do Laboratério de Biologia de Células Eucariontes (LABIO) do Inmetro.

As células FGH foram cultivadas em meio DMEM High Glucose, enquanto as
células Caco-2 foram cultivadas em meio DMEM Low Glucose. Ambos 0s meios
foram suplementados com 10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina (PS)
(Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA).

As culturas foram mantidas em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,, sendo
monitoradas por meio de um microscopio Optico invertido de contraste de fase
(ZEISS™ Primo Vert™) até atingirem uma confluéncia de 70-80%. A pureza das
culturas celulares foi garantida por meio de testes para a deteccdo de micoplasma,

bactérias e fungos antes do inicio dos experimentos.

Para certificar a auséncia de micoplasma, foram realizados testes de
bioluminescéncia utilizando o kit Myco Alert Mycoplasma Detection (Lonza, Suica) e
um luminémetro Lucetta (Lonza). A auséncia de bactérias e fungos foi verificada por
ensaios de esterilidade, conforme a 52 edicdo da Farmacopeia Brasileira, utilizando
0s seguintes meios: Caldo Tioglicolato (TIO) e Caldo Casoy (TSB), sempre utilizando
controle negativo. O sobrenadante da cultura celular foi inoculado em cada meio, TIO
e TSB, diluindo a amostra nos meios contidos em tubos de ensaio de vidro. Os tubos

foram incubados nas seguintes temperaturas em condicfes aerdbias por 14 dias:



40

225°C £ 25°C, TSB e 32,5°C = 2,5°C, TIO. Durante os 14 dias, a analise foi
acompanhada para observacgéo e interpretacdo dos resultados. Ao final do periodo

de incubacéo foi que ndo houve contaminacdo microbiana.

4.4 Integridade de Pipetagem

Essa analise foi realizada previamente aos ensaios de citotoxicidade com o
objetivo de verificar a precisdo e a reprodutibilidade na preparacdo manual das
diluigbes celulares. O procedimento foi fundamentado em protocolo previamente
estabelecido pelo grupo (VESCHI et al, 2024) e adaptado as condi¢des
experimentais do presente estudo e executado em conformidade com a norma ABNT
NBR ISO 20391-2, assegurando a robustez e a adequa¢cdo metodoldgica.

Para a execucédo do ensaio, utilizou-se uma balanca analitica calibrada (AUW
220D, Shimadzu, Toquio, Japdo) para a determinacdo das massas correspondentes
a suspensao celular (m,) e ao diluente (m;), garantindo a confiabilidade das medi¢des
gravimétricas. Foram entdo preparados, em triplicata, os volumes de células e de
meio de cultura correspondentes as diluigdes propostas (1,0 x 104 2,0 x 10%; 3,0 x
104, 4,0 x 104 5,0 x 10* células). As diluicbes foram realizadas em DMEM High
Glucose para a linhagem FGH e em DMEM Low Glucose para a linhagem Caco-2,
ambos suplementados com 10% de SFB.

Para o calculo da fracdo de diluicdo pré-avaliada, foi estimada por meio de dois
métodos complementares:

|. Estimativa gravimétrica direta: foi calculada considerando a razdo entre a

massa da suspensao celular e a soma das massas da propria suspensao e do

diluente:

ml
df(gravimétrico) = m

II. Modelo de regressao linear com erro ajustado, no qual a fragéo de diluicao

experimental df (,ré—avaliado) € d€SCrita pela seguinte equacao:

df (pré—avaliado) = .Bpipetagem X dfl +eij
Onde:

e mlé amassa da amostra a ser diluida (suspenséo celular);
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e m2é amassa do diluente (DMEM contendo 10% de SFB);

* fripetagem € UMa constante determinada pelo coeficiente angular da curva
referente a fracdo de diluicdo alvo (df;);

e €;; representa o desvio de dfpré—avaliado)y €M relacdo a tendéncia

proporcional,

Todas as avaliacbes foram realizadas sob condi¢cdes controladas de
temperatura (~20-25 °C) e umidade relativa (45—65%), minimizando potenciais

interferéncias ambientais.

4.5 Avaliacao de tempo de duplicacéo celular (PDL)

O tempo de duplicacdo celular (Population Doubling Level - PDL) é um ensaio
imprescindivel em estudos de citotoxicidade, ja que ele permite uma percepcao do
impacto que o composto analisado, neste caso o INS 551, pode causar no processo
de divisdo celular ao longo do tempo.

No ensaio de PDL avalia-se a taxa de proliferacao celular, fornecendo dados
fundamentais como: viabilidade e comportamento do crescimento das células apos a
exposicdo ao INS 551. Para esse ensaio, as linhagens FGH e Caco-2 foram
plaqueadas em placas de 48 pocos (area de crescimento celular de 0,84 cm?), com
densidades de 3,05 x 10* células/cm?

Apols 24 h do plagueamento, as células foram expostas ao INS 551 nas
concentracbes de 19,82 pug/mL e 200 pg/mL, sendo estas as concentracdes mais
baixas e mais altas do estudo, respectivamente. Como controle positivo utilizou-se
DMSO (2,5%), diluido em meio de cultivo suplementado com 10% de SFB. Feito isso,
as células foram contadas nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h ap0s a exposi¢ao.

As contagens celulares foram feitas de forma manual, sendo utilizada a camara
de Neubauer, pela exclusdo de azul de Trypan a 0,4%. Tais contagens foram
realizadas em triplicata para cada condi¢cdo. Posteriormente, os calculos foram feitos
utilizando a formula a seguir:

PDL: = 3,322 % (LOG (células totais) — LOG (células vivas plagueadas))
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Na qual, células totais representam células vivas e células mortas. Sendo

possivel avaliar o impacto do INS 551 na duplicacéo e na viabilidade celular.

4.6Ensaio de citotoxicidade apds tratamento com o INS 551

A investigacéo das respostas tecido-especificas ao INS 551 foi conduzida por
meio da analise de citotoxicidade nas linhagens celulares FGH e Caco-2. As
linhagens foram expostas ao aditivo em sete concentracdes progressivas (19,82;
29,13; 42,83; 62,96; 92,55; 136,05 e 200 ug/mL) durante 72 h. Essas concentragdes
foram estabelecidas utilizando um fator de diluicdo geométrico de 1,47, seguindo as
orientacgdes estipuladas na norma ISO 10993-5:2009 (Anexo A, sec¢édo A.2.3.5.2) para
ensaios de citotoxicidade. A selec&o da faixa de concentracdes foi fundamentada em
dois critérios principais: (1) contemplar niveis inferiores ao NOAEL (no observed
adverse effect level — nivel de efeito adverso ndo observado) relatado em estudos
prévios (FRUIJTIER-POLLOTH, 2016; HEMPT et al., 2021; ZAITER et al., 2022); e
(2) incluir concentragdes conhecidas por induzir efeitos citotoxicos em modelos in vitro
semelhantes (TARANTINI et al., 2015; WANG et al., 2013). Como controle positivo
para inducéo de citotoxicidade, empregou-se dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich)

na concentracgdo de 2,5% (v/v).

4.6.1 Avaliacdo de viabilidade celular por meio de MTT

O método de contato direto foi adotado, seguindo um protocolo baseado na
norma 1SO 10993-5:2009. Para isso, as células foram semeadas em placas de 96
pocos (Corning, NY, EUA) na densidade de 3,03 x 10 células/cm? e mantidas por 24
ha 37 °C e ab5% CO,. Apds adesao overnight as células foram expostas ao INS 551
em diferentes condicbes experimentais: Dispersdo A e Disperséo B. As

concentragdes avaliadas variaram de 19,82 a 200 pg/mL.

Para as linhagens Caco-2 e FGH, os tratamentos foram conduzidos por 72 h,
enquanto para fibroblastos murinos L929 (ATCC CCL-1™), o tempo de exposigao foi
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de 24 h, conforme recomendacdes da norma ISO 10993-5:2009.

Como controle positivo de citotoxicidade, utilizou-se dimetilsulfoxido (DMSO)
em diferentes concentracfes para L929; foi adotada a concentracdo de 7,5% (v/v),
enquanto para Caco-2 e FGH foi empregada 2,5% (v/v). As concentracdes utilizadas
foram estabelecidas com base em ensaios preliminares de curva dose-resposta, de
modo a selecionar valores que resultassem em cerca de 30% a 50% de morte celular

Apoés o periodo de exposicdo, as células foram lavadas e incubadas com
solucédo de MTT (1 mg/mL) por 2 h a 37 °C em ambiente protegido da luz. Em seguida,
o reagente foi removido e adicionaram-se 100 pL de 2-propanol (299,9%, Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) em cada pogo a fim de solubilizar os cristais de formazan. As placas
foram submetidas a agitacdo orbital (Unishaker Digital Orbital, Uniscience Corp.,
EUA) por 15 min e mantidas em repouso por mais 30 min antes da leitura. A
absorbancia foi medida em 570 nm utilizando um espectrofotdmetro (Synergy H4
Hybrid, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). Os resultados foram normalizados
em relacdo ao controle ndo tratado e analisados no software GraphPad Prism 9 (San
Diego, Califérnia, EUA).

4.6.2 Avaliacdo da viabilidade celular por impedancia elétrica

O ensaio foi conduzido no equipamento XCELLigence RTCA SP (ACEA
Biosciences Inc., San Diego, CA, EUA), permitindo a avaliacdo em tempo real da
viabilidade, adesao e proliferacdo celular. Esse método baseia-se na medi¢cdo da
resisténcia elétrica (impedancia), que varia conforme as células aderem e proliferam
sobre microeletrodos de ouro fundido presentes na superficie inferior de placas
especiais de 96 pocos (E-Plate View XCELLigence RTCA SP). A impedancia
registrada é convertida em um indice adimensional denominado Cell Index (CI). Antes
do inicio do ensaio, a integridade das conexdes dos pocos foi verificada com o uso
de uma placa de verificacdo, garantindo assim a confiabilidade dos dados obtidos.
Somente apds a confirmagdo do funcionamento adequado das conexdes, o

experimento foi iniciado.
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Inicialmente foram adicionados 50 puL de meio de cultura suplementado com
SFB, utilizando DMEM High Glucose para as células FGH e DMEM Low Glucose para
as células Caco-2, seguido da insercao da placa na estacdo xCELLigence, a fim de
estabelecer a linha de base da impedancia. Posteriormente, as células foram
semeadas com densidades de 4,68 x 10* células/cm? para FGH e 6,25 x 104
células/cmz? para Caco-2, atingindo um volume final de 150 uL por pog¢o. Em seguida,
as placas foram incubadas em condicGes padrdo durante a noite para possibilitar a

adesao inicial das células.

Na manha seguinte, iniciou-se a exposicdo, que se estendeu por 96 h, durante
as quais a impedancia foi monitorada continuamente, com registros realizados a cada

hora.

4.6.3 Ensaio de espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS)

Para a realizacdo deste ensaio, as linhagens celulares FGH e Caco-2 foram
semeadas em placas de 96 pocgos (Corning, NY, EUA) com densidade de 3,03 x 104
células/cm2. ApGs a adeséo celular overnight, as culturas foram expostas ao INS 511
nas concentracdes de 19,82 pg/mL e 200 pg/mL por 72 h. Como controles, foram
utilizadas células ndo expostas, consideradas controle negativo, e DMSO a 35%,
definido como controle positivo com base em ensaios preliminares de curva dose-
resposta.

O experimento foi realizado utilizando o kit fluorimétrico MAK143 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que contém um sensor fluorogénico capaz de reagir
com ROS, gerando um produto fluorescente cuja intensidade € proporcional a
guantidade dessas espécies nas células vivas. O ensaio foi conduzido conforme as
recomendacdes do fabricante.

Apods 72 h de exposicao, 50 uL de cada poco foi descartado, e em seguida, 20
ML de Master Reaction Mix contendo o sensor fluorogénico foi adicionado a cada
poco. A placa foi incubada por 1 h em estufa imida a 37 °C e 5% de CO, e protegida
da luz.

Posteriormente, a intensidade de fluorescéncia foi medida com excitagdo em

490 nm e emisséo em 585 nm, utilizando um espectrofotometro (SynergyH4 Hybrid
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Reader, Biotek, EUA). Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad
Prism 9 (San Diego, California, EUA).

4.6.4 Andlise de alteragBes morfoldgicas e internalizacdo do INS 551

As linhagens celulares Caco-2 e FGH foram cultivadas em experimentos
independentes, semeadas a densidade de 3,03 x 10* células/cm? e incubadas
overnight. Para os ensaios de MEV, as células foram cultivadas sobre laminas de
vidro circulares (15 mm de diametro, Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) posicionadas em
placas de 24 pogos (Corning, NY, EUA), enquanto para o MET foram utilizadas
garrafas de cultura de 75 cm? (Corning, NY, EUA). Apés 24 h, as culturas foram
expostas ao INS 551 nas concentragdes de 19,82 ug/mL e 200 uyg/mL, durante 72
h.

Para a analise morfologica por MEV, as laminulas foram lavadas em tampéao
cacodilato 0,1 M e fixadas em glutaraldeido a 2,5% preparado no mesmo tampéo,
por 1 h a temperatura ambiente (~25 °C). Em seguida, foram submetidos a lavagem
e poés-fixacdo com ferrocianeto de potassio a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e tetroxido de 6smio a 1% (EMS, Hatfield, PA, EUA) por 40 min, seguidas de
trés lavagens adicionais em tampao cacodilato 0,1 M. O processo de desidratacdo
foi realizado em série crescente de etanol (30—-100%, VETEC, Duque de Caxias, RJ,
Brasil), seguido de secagem no ponto critico (Leica CPD030). Posteriormente, as
amostras foram montadas em stubs utilizando fita de carbono, recobertas com
platina por sputtering (Leica EM SCD500) e examinadas em microscopio eletrénico
de varredura FEI Magellan 400 SEM (FEI, Eindhoven, Holanda).

A internalizacdo do INS 511 foi investigada por MET em células cultivadas
nas mesmas condic¢des iniciais. As amostras foram fixadas em solu¢cdo modificada
de Karnovsky por 2 h a temperatura ambiente (~25 °C). Apos a fixacao, as células
foram removidas delicadamente por raspagem com rodinho de célula, transferidas
para tubos conicos de 15 mL e centrifugadas por 10 min a 1500xg. Em seguida,
foram realizadas trés lavagens com tampéao cacodilato 0,1 M, repetindo-se o
processo de centrifugacédo nas mesmas condicdes.

As amostras foram entdo submetidas a poés-fixacdo em ferrocianeto de
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potéssio a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e tetroxido de 6smio a 1% (EMS,
Hatfield, PA, EUA) por 40 min, seguidas de trés lavagens adicionais em tampao
cacodilato 0,1 M. O processo de desidratacéo foi realizado em série crescente de
acetona (30-100%) contendo 1% de acetato de uranila (Sigma-Aldrich), e
posteriormente em série crescente de etanol (30—100%). ApoOs a desidratacdo, os
espécimes foram incluidos em resina Epon 812 (EMS, Hatfield, PA, EUA).

Cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm foram obtidos em
ultramicrétomo e analisados no microscoépio eletrénico de transmissao FEI Tecnai
Spirit BioTwin G2 (FEI, Hillsboro, OR, EUA). Para esta analise, foram examinadas

pelo menos dez células por grupo experimental (controle e 200 pg/mL).

4.6.5 Anéalise de mediadores inflamatorios

Para determinar os mediadores inflamatoérios secretadas pelas células FGH
e Caco-2, ap0s exposicao ao INS 551 foi utilizado o kit multiplex (Luminex Xmap,
EUA) para os seguintes analitos: IL-1p3, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, eotaxina, bFGF, GCSF, GM-CSF, IFN-y, IP-
10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-1B3, PDGF-BB, RANTES, TNFa, VEGF. Esse
ensaio foi realizado de acordo com as recomendac¢des do fabricante e a leitura sera
feita no equipamento Bio-Plex Magpix (Luminex Xmap, EUA). Para isso, foi
necessario coletar o sobrenadante das células apds a exposicdo, esse

sobrenadante foi armazenado a -20 °C até o dia da anélise.

4.7Analise dos resultados

Os dados coletados foram submetidos a analise estatistica descritiva e
expressos como média + desvio-padrdo. As analises foram realizadas no software
GraphPad Prism. ApoGs a verificacdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
aplicou-se ANOVA seguida do teste de Tukey, considerando-se p < 0,05 como nivel
de significancia. Para comparagfes diretas entre pares, utilizou-se o teste t de

Student ndo pareado, quando apropriado.
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5. RESULTADOS

5.1Composicao elementar do INS 551 de grau alimentar (E551)

Nesta dissertacao, utilizamos o INS 551 para avaliar seus possiveis impactos
em células do trato intestinal. Antes da exposicdo celular, foi realizada a
caracterizacao detalhada do material a fim de confirmar sua composicdo quimica e
suas propriedades fisico-quimicas. A primeira etapa dessa caracterizacdo foi a
analise por EDS acoplada ao MEV, com o objetivo de identificar a composicdo
elementar do material (Figura 4).

A técnica de EDS permitiu a identificacdo dos elementos quimicos presentes
na amostra, confirmando a predominancia de O e Si, caracteristicos consistentes com
SiO2 (Figura 4). A analise quantitativa revelou que a amostra possuia uma pureza
elevada de 100%, em conformidade com as especificacdes do fabricante.

50K -

40K

30K

Si

20K

10K -

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
keV

Figura4. A composicao elementar do INS 551: A composic¢éo foi confirmada por EDS, evidenciando
a presenca dos elementos O e Si.
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A auséncia de contaminantes reforca a adequacao do material para uso em

estudos de segurancga alimentar (Figura 5).

Figura 5. Micrografia de MEV do aditivo INS 551. A imagem mostra a formag&o de agregados com
superficies irregulares e auséncia de contaminantes visiveis

5.2 Andlise da estrutura cristalina do INS 551

Para confirmar a estrutura cristalina do material, foi realizada a analise por
DRX, permitindo a identificagdo do padrdo de organizacdo atdmica do INS 551. Os
resultados indicaram a auséncia de picos caracteristicos de estruturas cristalinas bem
definidas, evidenciando que a amostra apresenta uma natureza amorfa. Esse
comportamento foi observado pelo perfil de difracdo com um halo difuso entre 15° e
32° (20), tipico de materiais amorfos.

A auséncia de padrbes de cristalizacdo confirma que a amostra utilizada é
compativel com os padrdes exigidos para aditivos alimentares. Os picos de difracdo
obtidos estéo representados na Figura 6, ilustrando o padrdo amorfo caracteristico da

amostra.
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Figura 6. Andlise da estrutura cristalina do INS 551: A estrutura cristalina foi avaliada por DRX. O
difratograma presenta o padrdo amorfo.

5.3Tamanho médio, indice de polidisperséo (PDI) e potencial zeta (PZ)
do INS 551

A andlise de DLS foi empregada para determinar o tamanho hidrodinamico
médio e o PDI das particulas de INS 551 em diferentes condi¢cdes de dispersao.
Considerando que na industria ndo ha um protocolo padronizado quanto ao estado
de dispersao dessas particulas em meios biologicos, as analises foram realizadas
tanto em suspensdo direta quanto apos aplicacdo de protocolos controlados de

disperséo.
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Na condicdo sem dispersdo, as particulas apresentaram tamanhos
hidrodinamicos elevados e heterogéneos, indicando formacéo de grandes agregados.
O INS 551 exibiu tamanho médio de 3882,67 + 1820,13 nm em agua, 4295,00 +
2587,35 nm em DMEM Low Glucose e 4842,67 + 3661,31 nm em DMEM High
Glucose, com PDI elevados (0,875 + 0,216 a 0,987 + 0,022). Quanto ao potencial
zeta, 0 INS 551 apresentou menor estabilidade coloidal nos meios DMEM (Low e
High) Glucose, ~ -9 mV, comparativamente a agua, ~ —26 mV, sugerindo uma maior

tendéncia a agregacao nas condi¢cdes de cultivo celular (Figura 7).
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Figura 7. Tamanho hidrodindmico médio, PDI e PZ do INS 551 sem disperséo. A analise foi
realizada por DLS em diferentes suspensdes: agua ultrapura (H20), DMEM Low Glucose e DMEM High
Glucose. Os dados séo expressos como média £ DP de trés experimentos independentes. *Indica
diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o INS 551 em agua (p < 0,05), ANOVA
com teste de Tukey.

Apos a aplicacao dos respectivos protocolos de dispersao (A e B), as particulas
de INS 551 apresentaram uma melhora significativa, com uma redugcédo no tamanho
hidrodindmico meédio e maior homogeneidade, evidenciada pela diminuicdo dos
valores de PDI.

As particulas submetidas ao protocolo de Dispersdo A mostraram um tamanho
meédio menor em agua (238,3 £ 40,8 nm, p < 0,05) quando comparadas as diluidas
em DMEM Low Glucose e DMEM High Glucose que apresentaram tamanhos de
292,9 £ 50,1 nm e 298,7 =+ 66,5 nm, respectivamente (Figura 8A).



51

Dispersao A B
400+ r1.0 0
El Tamanho (nm) .
@ PDI —_— Lo.8 -104
300+ >
E i £ .20
o ~
£ 200 =
5 -30 mm Potencial Zeta (mV)
E -0.4
©
L T T T
100 o N &
Lo.2 o & @‘3‘
\? 4 \Z
& N N
= S &
ol N N\
0 0.0 & A
o & & af’
Q7 X ‘2‘\"‘? » \é
& S RS
N A O
& S S
&’ S S
< 8 &
TN o
\,;:: \é—s

Figura 8. Tamanho hidrodinamico médio, PDIl e PZ do INS 551 Dispersao A. A analise foi realizada
por DLS em diferentes suspensoes: dgua ultrapura (H20), DMEM Low Glucose e DMEM High Glucose.
Os dados sao expressos como média + DP de trés experimentos independentes. *Indica diferenca
estatisticamente significativa em comparagdo com o INS 551 em 4gua (p < 0,05), ANOVA com teste
de Tukey.

Ja o protocolo de Disperséo B resultou em particulas maiores, com tamanhos
variando entre 1300 e 1600 nm (Figura 9A). Em ambos os casos, os valores de PDI
se mantiveram abaixo de 1,0, indicando uma distribuicio de tamanho
moderadamente homogénea. As medicdes de PZ (Figuras 8B e 9B) revelaram que
todas as amostras possuiam carga superficial negativa. As particulas do protocolo B,
em particular, apresentaram um PZ significativamente mais negativo em agua do que
em DMEM (p < 0,05), sugerindo uma maior estabilidade coloidal quando dispersas

em agua.
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Figura9. Tamanho hidrodindmico médio, PDI e PZ do INS 551 Dispersé&o B. A andlise foi realizada
por DLS em diferentes suspensdes: agua ultrapura (H20), DMEM Low Glucose e DMEM High Glucose.
Os dados sao expressos como meédia + DP de trés experimentos independentes. *Indica diferenca
estatisticamente significativa em comparagdo com o INS 551 em 4gua (p < 0,05), ANOVA com teste
de Tukey.

Apesar de os diametros hidrodinamicos médios das particulas de INS 551,
obtidos a partir de ambos os protocolos de disperséo, terem se mantido acima de 100
nm, a andlise da distribui¢cdo por intensidade indicou que a Dispersao A apresentou
uma populacdo mais homogénea em comparacao as demais amostras (Disperséo B

e sem dispersao) (Figura 10).
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Figura 10. Distribuic&o percentual da intensidade em func&o do tamanho hidrodindmico (d.nm)
do INS 551 em diferentes meios: agua ultrapura (A), DMEM Low Glucose (B) e DMEM High Glucose
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(C). As analises foram realizadas nas condi¢c8es: sem disperséo (roxo), apos o protocolo de Dispersao
A (agitacdo + sonicacéo, azul) e com o protocolo de Dispersdo B (somente agitacéo, verde). Os valores
correspondem a média + desvio padrao (DP) de trés ensaios independentes.

5.4 Morfologia do INS 551

As micrografias de MEV do INS 551 em &gua ultrapura, ap0s o processo de
secagem, estdo apresentadas na Figura 11 (A-D). A analise morfologica evidenciou
gue as NPs de SAS apresentam formato irregular (amorfo), com ocorréncia de
agregados e aglomerados distribuidos ao longo das amostras. Observa-se uma
distribuicdo heterogénea das particulas, caracterizada por regides com maior
disperséo e areas com aglomeracdo mais densa. Ademais, as diferentes ampliagées
permitiram identificar particulas primarias de dimensdes reduzidas, indicando que,
mesmo diante dos aglomerados, o INS 551 preserva uma fracdo de nanoparticulas

individualizadas.

Figura 11. Morfologia do INS 551 por MEV. Essa andlise foi realizada em diferentes aumentos, sendo
eles: A- 4 um; B- 1um; C- 400 nm D- 200 nm.
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A morfologia superficial das particulas também foi analisada, demonstrando
uma textura irregular (Figura 12 A) e porosa (Figura 12 B), caracteristica comum das
NPs de SAS.

Figura 12. Micrografias de MEV das particulas de INS 551 mostrando superficie irregular e
porosa: (A) visdo geral dos aglomerados; (B) ampliacdo destacando a textura heterogénea e a
presenca de porosidade.

A analise complementar por MET permitiu uma avaliacdo mais detalhada do
estado de aglomeracdo e do tamanho primario das particulas de INS 551. As
micrografias de MET (Figuras 13A e 13B) evidenciam uma forte aglomeragéo das
particulas de INS 551 tanto em agua ultrapura (A) quanto em meio de cultura (B). As
Figuras 13C e 13D mostram o INS 551 em agua ap0s a disperséo, sendo a Figura
13C referente a Dispersao A e a Figura 13D a Dispersao B, ambas apresentando

particulas na escala nanométrica.
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Figura 13. Micrografias de MET de INS 551. MET do INS 551 a 1 mg/mL sem dispersdo em agua
ultrapura (barras de escala de 200 nm) (A) e em meio de cultura (barras de escala de 200 nm) (B), e
apos diferentes métodos de dispersao: Dispersdo A (barras de escala de 200 nm) (C) e Dispersédo B
(barras de escala de 200 nm) (D).

Nas Figuras 14, é possivel observar o INS 551 nos meios DMEM Low Glucose
e DMEM High Glucose ap6s a dispersao, sendo as Figuras 14A e 14C referentes a
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Dispersdo A, e as Figuras 14B e 14D referentes a Dispersdo B, com ambas

apresentando particulas na escala nanométrica.

Figura 14. Anédlise do INS 551 por MET em DMEM Low Glucose (A e B) e DMEM High Glucose
(C e D). Observa-se uma reducdo na presenca de agregados e aglomerados, bem como a presenca
de particulas em nanoescala nas amostras submetidas a Dispersdo A (A e C), em comparagao com
as amostras da Disperséo B (B e D).

5.5 Avaliacdo de adsorgéo proteica do INS 551

A analise de adsorcao proteica por SDS-PAGE foi conduzida apos a exposi¢cao
do INS 551 ao meio de cultura suplementado com SFB. Observou-se que a maior
concentragdo de NPs de SAS (500 pg/mL) resultou em bandas proteicas mais
intensas, indicando um aumento na adsor¢ao proteica. Além disso, as concentragdes
de 500 pg/mL, 200 pg/mL e 100 pg/mL apresentaram um perfil proteico mais
complexo, com a presenca de bandas adicionais em compara¢éo a concentracao de

10 pg/mL (Figura 15). Esse comportamento era esperado, uma vez que
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concentracbes mais elevadas de INS 551 proporcionam uma maior superficie

disponivel para adsorcéo de proteinas.
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Figura 15. SDS-PAGE evidenciando a adsorcéo de proteinas no INS 551. Nas concentragfes de
500 pg/mL, 200 pg/mL e 100 pg/mL é possivel observar um perfil proteico mais evidente do que a

concentracdo de 10 pg/mL.

O Quadro 1 abaixo representa o padréo molecular dado pelo fabricante BioRad, que

fornece um padréo de peso molecular em daltons (kDa).

200 Miosina
116,250 B-galactosidase
97,400 Fosforilase B
66,200 Albumina sérica
45 Ovoalbumina
31 Anidrase carb6nica
21,5 Inibidor de tripsina
14,4 Lisozima
6,5 Aprotinina

Quadro 1: Especificacbes de proteina e peso molecular. O fabricante BioRad, fornece
um padrdo de peso molecular em Daltons (kDa), apresentando um padrdo do gel

correspondente para varias proteinas.
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Seré realizada a identificacdo e quantificacdo das proteinas adsorvidas na
superficie dessas amostras. Para que isso fosse possivel, as amostras passaram

pela metodologia de preparo para a espectrometria de massas.

5.6 Analise de Absorbancia por UV-Visivel do INS 551

A avaliacdo da absorbéancia do INS 551 por espectrofotometria UV-Visivel é
um passo essencial para garantir que a coloracdo da amostra nao interfira nos
ensaios colorimétricos planejados, em especial no ensaio de MTT, cuja leitura ocorre
em 570 nm. Caso o INS 551 apresente absorbancia significativa nessa regiao do
espectro, 0s resultados dos ensaios poderiam ser comprometidos devido a
interferéncias Opticas, levando a interpretacfes equivocadas sobre a viabilidade
celular.

Os resultados (Figura 16) indicaram que o INS 551 apresenta uma absorbancia
minima na regido de 570 nm, demonstrando que sua coloracdo nédo interfere
significativamente nos ensaios de MTT. Podemos observar que o pico plasménico do
INS 551 é abaixo de 200 nm.
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Figura 16. Avaliacdo da absorbancia do INS 551 por UV-Visivel. N&o foi possivel observar a
formacéo de uma plasmdnica. Esse resultado j4 era esperado, uma vez que, a silica possui uma leitura
abaixo de 200 nm. A partir desse resultado, conclui-se que a coloracdo do INS 551 ndo interfere nos
ensaios colorimétricos.

5.7Ensaios biolégicos com o INS 551

5.7.1 Integridade de pipetagem

Inicialmente, nosso objetivo foi verificar se imprecisbes na pipetagem,
decorrentes de estimativas incorretas dos volumes de suspensdo pipetados,
poderiam afetar a confiabilidade do DP. Para isso, antes dos ensaios biolégicos,
realizamos o teste de integridade da pipetagem. Calculamos o fator de diluicédo pré-
avaliado (fdj pré-avaliado) para as células Caco-2 (Figura 17A) e FGH (Figura 17B),
assumindo densidades semelhantes entre a amostra a ser diluida e o meio de

diluicdo. Em ambas as linhas celulares, obtivemos valores de R2? proximos de 1,
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conforme esperado, indicando um 6timo desempenho da pipetagem. Além disso, 0s

valores de Bpipetagem cOnfirmaram a precisdo e reprodutibilidade do processo em
ambas as células.
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Figura 17. Avaliacdo da integridade e precisédo da pipetagem nas linhas celulares Caco-2 (B) e
FGH (A). Os coeficientes de determinacdo (R?) foram 0,9972 para Caco-2 e 0,9977 para FGH. Os
valores de Bpipetagem foram 0,9730 para Caco-2 e 1,0080.

5.7.2 Tempo de duplicacéo celular

A determinacédo do tempo de duplicacao celular € essencial para compreender
a taxa de proliferacdo das linhagens estudadas. Para isso, a taxa de duplicacéo
celular da FHG e da Caco-2 foi monitorada por 24 h, 48 h e 72 h ap6s o tratamento
com 19,82 pg/mL e 200 pug/mL, e a curva de crescimento foi ajustada para o célculo
do tempo médio necessério para a duplicacdo da populacéo celular.

Os resultados indicaram que as linhagens Caco-2 (Figura 18A) e FGH (Figura
18B) apresentaram um tempo de duplicacdo caracteristico das células. Ambas as

células ndo apresentaram diminui¢cdo no PDL apds o tratamento com o INS 551.
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Figura 18. Tempo de duplicacéo celular apés os tempos de 24 h, 48 h e 72 h de exposi¢cédo ao
INS 551. Em ambas a células, Caco-2 (A) e FGH (B), ndo houve diminuicdo do PDL apés o tratamento.
Indicando que essas particulas ndo apresentam impacto na proliferacéo celular.

5.7.3 Viabilidade das células ap0s interacdo com o INS 551

O ensaio de MTT foi realizado para avaliar os efeitos da exposi¢do ao INS 551
na viabilidade celular das linhagens Caco-2, FGH e fibroblastos L929 (conforme
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recomendado na norma ISO 10993-5:2009), utilizando dois diferentes protocolos de
disperséo (Dispersao A e B).

As células Caco-2 (Figura 19) foram expostas ao INS 551 por 72 h, em
concentragdes entre 19,82 e 200 ug/mL, utilizando os dois protocolos de dispersao
(A e B). Observou-se que a viabilidade celular permaneceu acima de 75% em todas
as condicbes testadas, ndo havendo indicios de toxicidade significativa em
comparacao ao controle negativo. O controle positivo (DMSO) reduziu a viabilidade,

confirmando a sensibilidade do ensaio e a confiabilidade dos resultados.
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Figura 19. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT apds exposi¢cdo ao INS 551 na
linhagem. Caco-2. As células foram expostas ao INS 551 preparado pelos protocolos de disperséo A
(A) e disperséo B (B) em sete diferentes concentragdes (19,82; 29,13; 42,83; 62,96; 92,55; 136,05 e
200 pg/mL). Os resultados foram comparados com o controle negativo (células néo tratadas) e o
controle positivo (2,5% (v/v) de DMSO). Os dados sao apresentados como média + DP de trés
experimentos independentes. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle
negativo (p < 0,05), segundo ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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A linhagem FGH (Figura 20), também exposta ao INS 551 por 72 horas,
apresentou comportamento semelhante ao das células Caco-2, mantendo viabilidade

superior a 75% em todas as concentracfes analisadas.
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Figura 20. Avaliacédo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT ap6s exposicdo ao INS 551 na
linhagem FGH. As células foram expostas ao INS 551 preparado pelos protocolos de dispersao A (A)
e disperséo B (B) em sete diferentes concentra¢des (19,82; 29,13; 42,83; 62,96; 92,55; 136,05 e 200
pg/mL). Os resultados foram comparados com o controle negativo (células ndo tratadas) e o controle
positivo (2,5% (v/v) de DMSO). Os dados séo apresentados como média + DP de trés experimentos
independentes. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p <
0,05), segundo ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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No caso das células L929 (Figura 21), a exposi¢cdo ao INS 551 ocorreu por 24 h,
conforme estabelecido pela ISO 10993-5:2009. Assim como nas demais linhagens, ndo foram
observados efeitos toxicos relevantes, com viabilidade celular sempre superior a 75% mesmo
na maior concentracao testada.
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Figura 21. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT ap6s exposicdo ao INS 551 na
linhagem L929. As células foram expostas ao INS 551 preparado pelos protocolos de disperséo A (A)
e disperséo B (B) em sete diferentes concentracfes (19,82; 29,13; 42,83; 62,96; 92,55; 136,05 e 200
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pg/mL). Os resultados foram comparados com o controle negativo (células néo tratadas) e o controle
positivo (7,5% (v/v) de DMSO). Os dados sdo apresentados como média + DP de trés experimentos
independentes. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo (p <
0,05), segundo ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

5.7.4 Indice celular apés interacdo com o INS 551

Realizamos uma analise de proliferacdo celular utilizando a plataforma
XCELLigence nas linhagens Caco-2 (Figura 22A e 23A) e FGH (Figura 22B e 23B),
expostas ao INS 551 ao longo de 72 h (o experimento inteiro foi de 96 h). Essa
abordagem permite monitorar o comportamento celular em tempo real (adeséo,
proliferacédo e IC) sem a necessidade de reagentes colorimétricos.

No presente estudo, apds 24 h do plaqueamento, as linhagens FGH e Caco-
2 foram expostas ao INS 551 em diferentes concentracdes (19,82; 29,13; 42,83;
62,96; 92,55; 136,05; e 200 ug/mL). Os controles utilizados foram: Controle de Meio
(meio suplementado com SFB), controle de veiculo (concentracédo de 200 ug/mL apos
a disperséo), controle negativo (células sem exposicdo) e controle positivo (células
expostas a 20% de DMSO).

Em ambas as linhagens celulares, a fase inicial das curvas de crescimento (24
h) refletiu o processo de adeséo, seguido por uma fase caracteristica de crescimento
exponencial.

ApGs 72 h de exposicao, tanto Caco-2 quanto FGH mantiveram crescimento
estavel, uma vez que o INS 551 ndo ocasionou altera¢cdes significativas no IC em
comparacao ao controle negativo, indicando auséncia de citotoxicidade. O controle
positivo, tratado com 20% de DMSO, apresentou reducdo acentuada do IC,
confirmando a sensibilidade do ensaio.

Ao longo de todo o experimento, observou-se que a linhagem FGH exibiu
valores de IC consistentemente menores em relacdo a linhagem Caco-2, o que esta

de acordo com a dinamica intrinseca de crescimento desse tipo celular.



67

A Caco-2
Dispersao A

7.5
V Controle Negativo
= Controle Positivo

1

= w— 19.82 pg/mL
= — 2913 pg/mL
< 5.0 = 43.83 pg/mL
.g = 62.96 pg/mL
"g m— 92 55 pg/mL
o5 e 136.05 pug/mL

w200 pg/mL
2.5 e Hg
= -
-
- - i
/ T =
: E‘s---—-——---“-—
0.0 i T : :
0 24 48 72 96
Tempo (h)
FGH
B Dispersao A
4

Controle Negativo
Controle Positivo
19.82 pg/mL

29.13 pg/mL
43.83 pg/mL
62.96 pg/mL

92.55 pg/mL
136.05 pg/mL
200 pg/mL

Indice celular
[
.

,

0 i T T T
0 24 48 775 96

Tempo (h)

Figura 22. Ensaio de impedancia elétrica das células Caco-2 (A) e FGH (B) ap6s a exposigao de
INS 551. Observou-se que, em todas as concentracdes testadas, as curvas de crescimento celular
mantiveram-se estaveis. O controle negativo correspondeu a células ndo tratadas, enquanto o controle
positivo consistiu na exposicao a 20% v/v de DMSO.
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Figura 23. Porcentagem do IC das células Caco-2 (A) e FGH (B) normalizada em relagcdo ao
controle negativo, apés 72 h de tratamento com INS 551. Os resultados representam a média +
intervalo de confianca de 95%. *Indica diferenca estatisticamente significativa em comparacdo ao
controle negativo (p < 0,05), ANOVA com teste de Tukey.
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5.7.5 Analise de alteracdes morfoldgicas e internalizagdo do INS 551

Apds 72 h de exposicédo a 200 pg/mL foi observada a internalizagdo de NPs de INS 551 em

ambos os tipos celulares (Caco-2 e FGH). Observa-se a presenca de INS 551 dentro das células Caco-
2 (Figura 24A) e FGH (Figura 24B), localizando-se predominantemente no citoplasma, inseridas em

vesiculas membranosas.

S/

FGH

Figura 24. Andlise da internalizacdo das NPs de INS 551 por MET apés 72 h de exposica
concentragdo maxima de 200 pg/mL. Foram identificadas estruturas com alta densidade eletrénica,
compativeis com as NPs de INS 551 internalizadas (indicadas por setas). Nas amostras controle,
observou-se manutengéo da morfologia celular e auséncia dessas estruturas eletrondensas. As barras
de escala correspondem a Caco-2 (2000 nm, 1000 nm, 1000 nm) (A) e FGH (1000 nm, 2000 nm, 1000
nm) (B).

As alteragbes morfologicas apdés 72 h de tratamento com INS 551 foram
avaliadas por MEV. Na amostra controle das células Caco-2, observou-se uma
ultraestrutura apical caracteristica, com microvilosidades curtas e bem organizadas.
J& nas células FGH controle, a superficie exibiu uma aparéncia lisa, com morfologia
fibrilar preservada. As micrografias revelaram mudancas ultraestruturais evidentes
em ambas as linhas celulares tratadas com 19,82 ug/mL e 200 pg/mL, em
comparacao aos respectivos controles.

Nas Caco-2 (Figura 25), a menor concentragao (19,82 pg/mL) promoveu um
aumento na densidade e alongamento marcante das microvilosidades. Por outro lado,
a concentragdo maior (200 ug/mL) causou uma perturbagédo severa da superficie
apical, caracterizada pela completa desorganizacdo dos microvilos e pela presenca

de material particulado amorfo aderido, compativel com as NPs de INS 551.
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Figura 25. Micrografias por MEV das células Caco-2 ap6s 72 h de exposi¢do NPs de INS 551. E
possivel observar alteracdes morfolégicas relacionado a exposicao as NP INS 551.

No caso das células FGH (Figura 26), a exposigao a 19,82 ug/mL resultou na
formacao de vesiculas de membrana e em um discreto aumento da rugosidade da

superficie, sem comprometer a estrutura geral. Entretanto, com 200 ug/mL, foi
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observado um acumulo significativo de material particulado na superficie celular,
formando grandes aglomerados, o que sugere uma possivel interacdo com a matriz

extracelular.

Controle Negativo

19.82 ng/mL

Figura 26. Micrografias por MEV das células FGH apds 72 h de exposicdo NPs de INS 551. E
possivel observar alteracdes morfolégicas relacionado a exposicao as NP INS 551.
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5.7.6 Ensaio de espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS)

apods interacdo com INS 551

Para investigar o potencial efeito oxidativo do INS 551, avaliamos a producao
de ROS nas linhagens Caco-2 e FGH apds 72 h de exposicéo as concentracdes de
19,81 pg/mL e 200 pg/mL. A producgdo de ROS foi avaliada por ensaio fluorimétrico
sensivel a atividade oxidativa celular.

As linhagens Caco-2 (Figura 27A) e FGH (Figura 27B) ndo apresentaram
aumento significativo na producdo de ROS em comparagdo ao controle negativo,
indicando auséncia de estresse oxidativo mensuravel nas condicbes testadas. Em
contraste, o controle positivo (tratamento com DMSO) resultou em aumento
estatisticamente significativo da produgédo de ROS (p < 0,05), confirmando a

sensibilidade do ensaio.



73

A Caco-2

Dispersio A
= 1800-
£a
= =
S -
m e
5
g 1200-
i —=—
m L
[+
©
2 &o04
=]
L in]
[+ g
i
2
= ] T T T
& & & &
& o8
a@- &.ﬂ' ,3?" e
@
& &P
FHG
— Dispersio A
[}
T 18004
= *
-
2 +
2
= 12004 -
e ——— o =
@
o
&
3
o 600
L)
[0
%
o
= E | | |
& @& & &
& F G ¢
F & o v
CF o

Figura 27. Ensaio de liberacdo de ROS ap6s 72 h de exposi¢cdo ao INS 551. Em A observa-se a
linhagem Caco-2 e em B observa-se a linhagem FGH. N&o foi observado aumento significativo na
producdo de ROS em ambas as linhagens celulares nas concentragfes testadas. Os dados s&o
expressos como média + DP de trés experimentos independentes. *Indica diferenca estatisticamente
significativa em relagao ao controle negativo (p < 0,05), ANOVA com teste de Tukey.
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5.7.7 Analise de mediadores inflamatdrios apds interacdo com o INS
551

Para investigar o impacto do INS 551 na resposta inflamatéria celular,
avaliamos a liberacdo de citocinas das linhagens FHG ap0s exposicdo as
concentracfes de 19,82 pg/mL e 200 pg/mL. A andlise foi realizada utilizando um
painel multiplex, permitindo a deteccdo simultdnea de diversos mediadores
inflamatorios.

Os resultados indicaram que, entre as citocinas analisadas, apenas a eotaxina
e o IP-10 apresentaram diferencas estatisticamente significativas na concentracéo de
200 pg/mL. Nessas condicdes, observou-se uma reducdo nos niveis dessas citocinas
em comparacao ao controle e a concentragéo de 19,82 pg/mL (Figura 28).

Os dados de mediadores inflamatorios com a Caco-2 ainda ndo foram

realizados.
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Figura 28. Avaliacdo da respostainflamatéria ap6s exposicdo ao INS 551. A secrecao de citocinas
revelou uma reducdo significativa da eotaxina e do IP-10 na concentracdo de 200 pg/mL em
comparacdo ao controle e a concentracdo de 19,81 pg/mL. A diminuicdo desses mediadores,
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envolvidos no recrutamento de eosindfilos e na ativagdo da resposta imune, sugere um possivel efeito
imunomodulador do INS 551 em concentracdes elevadas.
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6. DISCUSSAO

Os aditivos alimentares desempenham um papel crucial na industria alimenticia,
sendo amplamente utilizados para melhorar a estabilidade, textura e vida util dos
produtos (HUANG et al., 2022). Nos ultimos anos o uso de NMs nesses aditivos
cresceu de forma significativa, essa incorporacao trouxe avancgos tecnoldgicos, em
contrapartida, trouxe também a preocupacdo quanto a seguranca alimentar e aos
impactos na saude humana (DEKKERS et al., 2018; SHARMA et al., 2020) Entre
esses aditivos, destaca-se a SAS, utlizada principalmente como agente
antiaglomerante em especiarias em po, suplementos e misturas secas (ANVISA,
2023b; SHUKLA et al., 2017), cuja composicdo pode conter até 70% de NPs
(YOUNES et al., 2018). No contexto regulatério, as SAS de grau alimenticio recebem
a denominacdo E551 na Unido Europeia e INS 551 no Brasil (ANVISA, 2023b;
HEMPT et al., 2020).

As agéncias reguladoras, como a ANVISA, FDA e EFSA, estabelecem normas
para a utilizagdo dos aditivos alimentares. No caso do INS 551, a ANVISA permite
que até 2% dos produtos secos sejam compostos por esse aditivo. J& a EFSA,
estabeleceu que o nivel maximo desse aditivo é de 15.000 mg/Kg, ou seja, 1,5% da
composicdo de aditivos alimentares (ANVISA, 2020; YOUNES et al., 2018). O FDA
por sua vez, nao estabelece limites especificos de concentragbes, uma vez que,
considera esse aditivo como seguro (FDA, 2021).

Apesar de sua ampla aceitacdo regulatoria, algumas lacunas relevantes no
entendimento dos efeitos bioldgicos das NPs de SAS ainda persistem (KUMARI et al.,
2023). Ao realizar uma revisao da literatura, observa-se uma caréncia significativa de
informacdes cientificas especificas acerca do uso do aditivo INS 551 e de seus
potenciais impactos no sistema digestorio (PIECHULEK et al., 2019). Embora
diversos estudos tenham investigado a utilizacdo das NPs de SAS, a maioria ndo
esclarece se o material empregado corresponde efetivamente a silica de grau
alimenticio, comprometendo, portanto, a interpretacdo dos dados e limitando a
aplicabilidade dos resultados para a seguranca alimentar (BRAND et al., 2021).

A maioria dos estudos emprega NPs de SAS de grau industrial, como a NM-200
e a NM-203. Embora essas particulas sejam consideradas materiais de referéncia em
pesquisas de nanosseguranca (COMISSAO EUROPEIA, 2013; OECD, 2016), elas



78

podem conter impurezas ou apresentar propriedades fisico-quimicas distintas como
tamanho de particula e grau de agregacdo quando comparados ao INS 551, o que
influencia diretamente suas interacdes bioldégicas e potenciais efeitos toxicos
(MURUGADOSS et al., 2017).

Por sua vez, o INS 551 é submetido a rigorosos processos de controle que
asseguram sua seguranca e compatibilidade com a ingestdo humana (ANVISA, 2020;
HEMPT et al., 2021; YOUNES et al., 2018) apresentando menores concentracdes de
impurezas metalicas e grupos silanois modificados em sua superficie, caracteristicas
gue podem alterar significativamente sua reatividade biolégica (BEHZADI et al., 2017;
FRUIJTIER-POLLOTH, 2016; MURUGADOSS et al., 2017). Tanto as SAS de grau
alimenticio quanto as de grau industrial estdo sujeitas a dinAmicas de agregacao e
desagregacao, que variam conforme as condices ambientais, como as observadas
no processo digestivo. Por esse motivo, torna-se essencial realizar caracterizagdes
especificas para cada caso, a fim de garantir uma avaliacdo toxicol6gica mais precisa
(BRAND et al., 2021; MURUGADOSS et al., 2017).

Essa limitacdo metodolégica compromete a avaliacdo do impacto real desse
aditivo, pois muitas vezes ndo ha clareza sobre o tipo exato de silica investigado e as
condi¢cBes experimentais utilizadas (HEMPT et al., 2020). Além disso, a auséncia de
padronizacdo entre os estudos de toxicidade gera uma variabilidade de resultados
gue dificulta a comparabilidade e a obtencdo de um consenso cientifico sobre sua
seguranca (GRANJEIRO et al., 2024).

Diante desse contexto, esta dissertacdo adotou uma abordagem criteriosa para
a caracterizacao detalhada e avaliacao dos efeitos do INS 551, utilizando modelos in
vitro representativos do trato gastrointestinal. O objetivo principal foi investigar a
seguranca e biocompatibilidade dos aditivos alimentares a base de NPs de SAS (INS
551), por meio da exposicdo de células relevantes para o contato humano,
abrangendo desde a primeira barreira da mucosa oral até os processos de absorcao
intestinal. Para isso, optou-se pelas linhagens celulares Caco-2 e FGH, cuja
combinacao possibilita uma avaliagdo ampla e integrada da resposta celular ao INS
551 (ANVISA, 2020; HEMPT et al., 2021; YOUNES et al., 2018).
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A linhagem Caco-2, derivada de adenocarcinomas colorretais humanos, é
amplamente reconhecida como o modelo padrdo-ouro para estudos in vitro do epitélio
intestinal (CAMPBELL et al., 2023; ZHANG et al., 2024). Quando diferenciadas, essas
células desenvolvem caracteristicas funcionais tipicas dos enterdécitos, incluindo a
formacdo de microvilosidades, a expressdo de transportadores especificos e a
formacéao de juncgdes oclusivas (tight junctions), que reproduzem fielmente a barreira
intestinal. Dessa forma, o modelo Caco-2 possibilita a investigacdo detalhada da
interacdo do INS 551 com a mucosa intestinal, bem como a avaliacdo de seus
potenciais efeitos sobre a integridade da barreira epitelial e os processos de absorcao
(FLOOR et al., 2025; IFTIKHAR et al., 2020; LE et al., 2023).

Ja a linhagem FGH (Fibroblastos Gengivais Humanos), foi selecionada para
representar a mucosa oral, que constitui a primeira barreira de contato para aditivos
presentes em alimentos em po6 (DIAS et al., 2025; PIMENTEL et al., 2022). Embora
provenientes da gengiva, esses fibroblastos compartilham importantes caracteristicas
funcionais e estruturais com os fibroblastos do trato gastrointestinal, incluindo a
capacidade de responder a estimulos inflamatérios e de participar na modulagcédo do
microambiente tecidual (CHALKIDI et al., 2022; FADL et al., 2023).

Dessa forma, a utilizagdo combinada dessas duas linhagens possibilita uma
avaliacdo abrangente dos efeitos do INS 551 no trato gastrointestinal, contemplando
tanto os eventos iniciais da exposi¢cdo oral quanto os processos subsequentes de
absorcéo e interacdo com o epitélio intestinal, permitindo uma andlise detalhada da
biocompatibilidade e seguranca deste aditivo alimentar.

A metodologia empregada neste trabalho combinou diferentes técnicas
analiticas para possibilitar uma caracterizacéo fisico-quimica abrangente do material,
juntamente com ensaios in vitro voltados a avaliacdo de viabilidade celular, IC,
producdo de ROS e resposta inflamatoria.

Para a caracterizacdo, foram utilizadas: EDS acoplada ao MEV, DRX, MET,
DLS, PZ e UV-visivel. Adicionalmente, empregou-se a técnica de SDS-PAGE, com o
objetivo de verificar a possivel formacdo de corona proteica na superficie das
particulas, fator determinante para sua internalizacéo celular. Todas as analises foram
conduzidas em conformidade com as diretrizes da norma ISO 109337, assegurando

padronizacéo e controle de qualidade.
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O INS 551 utilizado neste estudo foi obtido de um fornecedor certificado, que
fornece certificados de andlise contendo informacgfes gerais sobre o tamanho e a
pureza das particulas. Entretanto, optou-se por realizar uma caracterizacéo fisico-
guimica detalhada sob condic¢des biologicamente relevantes, uma vez que as analises
comumente realizadas pelos fabricantes nem sempre refletem o comportamento real
do material em sistemas bioldgicos, como meios de cultura celular, pois geralmente
descrevem as propriedades das particulas no estado seco, sem considerar aspectos
fundamentais como estabilidade coloidal e agregacdo. Essa caracterizacdo mostrou-
se fundamental, considerando a escassez de dados sobre o desempenho do INS 551
em ambientes que simulam o trato gastrointestinal (DA CRUZ et al., 2022; GRACE,
2019; HUANG et al., 2022; SAHANI et al., 2021). Essa dissertacdo preenche essa
lacuna ao estabelecer uma correlacdo confiavel entre as propriedades fisico-quimicas
das NPs e seus efeitos biologicos, confirmando os dados fornecidos pelos fabricantes
e oferecendo novos insights sobre o comportamento do INS 551 em meios de cultura.
Nesse contexto, as analises iniciais buscaram validar a composicéo elementar e a
pureza do material.

A andlise elementar do INS 551 por EDS confirmou a presenca de O e Si,
compativeis com a composicao tipica de SiO,. A amostra apresentou elevada pureza
(100%), sem indicios de contaminantes, 0 que representa um aspecto essencial para
sua utilizacdo como aditivo alimentar (ANVISA, 2020; YOUNES et al., 2018). Esses
resultados estdo em consonancia com as exigéncias regulatorias, que estabelecem
niveis minimos de impurezas, sobretudo de metais pesados, a fim de assegurar a
seguranca do consumidor (ANVISA, 2023b; FDA, 2025). Ap6s a confirmacdo da
composicdo elementar e da elevada pureza, foi realizada a analise da estrutura
cristalina para complementar a caracterizacédo fisico-quimica do INS 551.

A andlise da estrutura cristalina por DRX confirmou que o INS 551 apresenta
natureza amorfa, evidenciada pelo halo difuso e largo no intervalo entre 15° e 32°
(20), sem a presenca de picos cristalinos definidos. Esse padrao € caracteristico da
silica amorfa. A auséncia de cristalinidade é especialmente relevante, uma vez que
orgaos reguladores como a FDA e a EFSA autorizam exclusivamente o uso de SAS
em aplicacdes alimentares, devido a sua inércia quimica e baixo potencial toxico
(FDA, 2021; GOMES et al., 2018; YOUNES et al., 2018).
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Tanto o EDS quanto o DRX foram realizados com a amostra em pé. No entanto,
para aplicacdo em modelos celulares, torna-se necessério dispersar as NPs em meio
liquido. A literatura ainda ndo apresenta um consenso definido quanto ao protocolo
mais adequado para a preparacao de INS 551 em ensaios in vitro (BIANCHI et al.,
2020; KHAN et al., 2024). Alguns trabalhos sugerem a aplicacéo de ultrassonicacao
como estratégia para reduzir o didmetro médio das particulas e limitar a formacgéo de
aglomerados (CHENG et al., 2021; SUMITOMO et al., 2018), outros indicam que a
simples agitacdo mecanica ja é suficiente para gerar suspensdes estaveis (NOR-
AZMAN et al., 2024). Essas discrepancias metodoldgicas podem estar relacionadas
as diferengas intrinsecas entre as NPs de SAS utilizadas (grau alimenticio ou grau
industrial), dentre essas diferencas estdo: porosidade, area de superficie, grau de
hidrofobicidade, entre outras coisas. Todos esses fatores influenciam diretamente no
processo de dispersdo (ANASTASIADIS et al., 2022; BUSHUEV, 2025; TADANO et
al., 2014).

Por conta disso, foram testados dois protocolos distintos: (Dispersdo A)
aplicacdo de ultrassonicacdo para promover maior desaglomeracdo das particulas
(VIKASH et al.,, 2020); e (Dispersdo B) homogeneizacdo por agitacdo mecanica
(ZHANG et al., 2023). A utilizagdo de ambos os protocolos foi considerada necessaria
nao apenas diante da falta de padronizacdo nos estudos existentes (MOTA et al.,
2025), mas também para garantir a comparabilidade dos resultados com
investigacbes anteriores (BRAND et al., 2021) e assegurar que uma parcela
representativa das particulas permanecesse dentro da faixa nanométrica.

A andlise por DLS evidenciou diferencas significativas no comportamento
hidrodindmico INS 551 em funcao dos protocolos de dispersdo empregados. Em sua
forma inicial, sem dispersédo, observou-se elevado grau de agregacao em todos os
meios avaliados, no qual os aglomerados atingiram dimensfes superiores a 4 um,
configurando sistemas coloidais instaveis, devido as interacdes atrativas
desequilibradas, como forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio
(RODRIGUEZ-LOYA et al.,, 2023). A aplicacdo da ultrassonicacédo (Dispersao A)
promoveu uma grande reducao do diametro médio das particulas e do PDI, originando
uma suspensdo mais homogénea, com populagdo predominante abaixo de 300 nm
(PDI <0,2) (LI et al., 2006; SUMITOMO et al., 2018). J& a dispersdo por agitacdo
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mecanica (Dispersao B) preservou uma distribuicdo bimodal, composta por NPs
associadas a agregados em escala micrométrica (~2000 nm), consistente com o perfil
encontrado em aditivos de grau alimenticio, que tipicamente apresentam fracées nas
escalas micro e nanométrica (BARAHONA et al., 2016; LOOSLI 2017; PETERS et al.,
2012; SUMITOMO et al., 2018).

As medicbes de PZ de ambos os protocolos de dispersédo revelaram que
suspensdes em agua destilada apresentaram elevada estabilizacdo eletrostatica,
enquanto as suspensfes em meios de cultura celular apresentaram uma queda
expressiva do PZ. Esse efeito pode ser atribuido a blindagem iénica promovida pelos
eletrolitos presentes, a adsorcado de biomoléculas (DIETZ et al., 2025; HAN et al.,
2025) (em especial proteinas) levando a formacéo da coroa proteica (LEE et al., 2020;
MARICHAL et al., 2020) e as alteracfes de carga superficial induzidas pelo pH (DE
OLIVEIRA et al., 2023; HUNTER, 2001; SAPUTRA et al., 2022). Essa instabilidade
em condi¢cdes fisiolégicas tem implicacdes diretas para a reatividade e a
biodisponibilidade das particulas (DUSSERT et al., 2020; IRIARTE-MESA et al.,
2023).

As anadlises realizadas por MET e MEV evidenciaram a presenca de algumas
particulas com tamanho inferior a 100 nm, embora também tenha sido observada uma
populacado constituida por agregados com morfologia caracteristica de silica amorfa,
em conformidade com achados previamente descritos (DEKKERS et al., 2011; MOTA
et al.,, 2025). A caracterizagdo multimodal permitiu integrar informacdes sobre
estabilidade coloidal, distribuicdo de tamanho e aspectos morfoldgicos, fornecendo
uma base sdlida para a interpretacédo das respostas bioldgicas. De forma relevante,
ambos os protocolos de dispersao (A e B) preservaram uma fracdo em nanoescala,
elemento essencial para a avaliacdo toxicologica, pois contempla desde NPs
individuais até agregados mais complexos, simulando condigbes realistas de
exposicdo alimentar (DONG et al., 2020; MIAO et al., 2024; MURUGADOSS et al.,
2017; ZAITER et al., 2022). Concluida a caracterizacéo fisico-quimica do INS 551,
foram conduzidos ensaios de qualidade no cultivo celular, etapa preliminar antes das
avaliacdes bioldgicas de interacdo com as NPs.

A verificagdo da integridade da pipetagem antes dos ensaios bioldgicos constitui

uma etapa essencial para assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos dados
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experimentais. A precisdo nesse processo é determinante, uma vez que variagdes de
volume ou composicdo podem gerar resultados inconsistentes e dificultar a
interpretacdo dos efeitos bioldgicos (PUSHPARAJ, 2020). A calibracdo e validacao
dos instrumentos de pipetagem reduzem erros sistematicos, garantindo que as
concentragcbes celulares estejam de acordo com o0s parametros estabelecidos e,
assim, favorecendo a comparabilidade entre ensaios (GUAN et al.,, 2023). Essa
pratica também possibilita identificar discrepancias antes da exposicdo biologica,
prevenindo falhas metodologicas que poderiam comprometer a avaliagdo da
seguranca do aditivo (GRANJEIRO et al., 2024).

Na analise de integridade da pipetagem (ABNT NBR ISO 20391-2), os fatores
de diluicdo testados apresentaram alta reprodutibilidade, com coeficientes de
determinacao (R?) de 0,9972 para Caco-2 e 0,9977 para FGH, além de inclinacdes
Bpipetagem préoximas de 1 (0,9730 e 1,0080, respectivamente). Esses resultados se
enquadram nos limites de aceitagdo descritos por Guan et al., (2023) e Pushparaj
(2020), confirmando que protocolos padronizados podem reduzir a variabilidade
técnica em estudos de nanotoxicologia em mais de 30%. A manutencéo da precisado
€ crucial em estudos com suspensdes de NPs, visto que até desvios volumétricos
sutis podem impactar de forma expressiva as concentracdes administradas e,
portanto, os efeitos celulares observados.

Com base nessa validacdo metodoldgica inicial, procedeu-se a determinacao do
PDL, parametro essencial para compreender a taxa proliferativa das linhagens
estudadas. Para isso, o PDL das células FGH e Caco-2 foi monitorado em 24 h apés
o plaqueamento e em 24, 48 e 72 h apds a exposi¢ao ao INS 551, nas concentracdes
de 19,82 e 200 pg/mL. Os resultados mostraram que ambas as células mantiveram
sua taxa de duplicacéo, sem reducéo significativa apds o tratamento. Esse achado
estd em consonancia com estudos prévios que avaliaram a interacéo de silica amorfa
com células intestinais, indicando que NPs de SAS néao alteram de forma marcante a
capacidade proliferativa dessas linhagens (HALAMODA-KENZAOQOUI et al., 2015;
YANG et al., 2014). De maneira semelhante, Piechulek et al., (2019) relataram que
NPs de SAS de grau alimentar podem ser bem toleradas pelas células intestinais, nao
comprometendo o ciclo celular nas concentracées empregadas em alimentos. Tal

auséncia de alteracdo no PDL pode estar associada ao fato INS 551 ser regulado
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para garantir compatibilidade biologica, embora ndo se descartem possiveis efeitos
em condi¢cdes de exposi¢cdo cronica ou em cenarios mais extremos, que poderiam
afetar outros aspectos da biologia celular, como sinalizacdo intracelular e interacéo
com a microbiota intestinal.

ApGs a caracterizagdo fisico-quimica do INS 551, bem como a validacédo
metodologica por meio dos ensaios de integridade de pipetagem e determinacgéo do
PDL, iniciaram-se as analises bioldgicas nas linhagens FGH e Caco-2, com o objetivo
de investigar potenciais efeitos toxicologicos. A triagem preliminar de viabilidade,
conduzida pelo ensaio de MTT e comparando os protocolos de dispersao A e B, ndo
evidenciou diferencas estatisticamente significativas nas respostas das células Caco-
2 e FGH. Devido a auséncia de diferencas significativas entre os protocolos, as etapas
subsequentes (XCELLigence, ROS, MET, MEV e mediadores inflamatoérios) foram
conduzidas exclusivamente com a Dispersdao A, que apresentou melhor
representacdo da fracdo <100 nm. Essa subpopulacdo em nanoescala é de especial
interesse toxicoldgico, em razédo de seu elevado potencial de internalizacéo celular e
da atividade bioldgica ja documentada na literatura (ATHINARAYANAN et al., 2022;
DEKKERS et al., 2011; DUSSERT et al., 2020; ZAITER et al., 2022).

Nessa etapa, as andlises de viabilidade celular por MTT e XxCELLigence
confirmaram a auséncia de citotoxicidade significativa do INS 551 nas concentracdes
avaliadas (19,82 a 200 ug/mL). O ensaio de MTT foi conduzido nas linhagens Caco-
2 e FGH, ap6s 72 h de exposicao, e na linhagem L929, com 24 h de exposicdo, em
conformidade com a norma ISO 10993-5:2009, que reconhece esse modelo como
padrao internacional para triagem de toxicidade aguda de biomateriais (KOMERI et
al.,, 2022). O ensaio de xCELLigence, realizado nas linhagens Caco-2 e FGH,
corroborou esses resultados, evidenciando que a exposicdo ao INS 551 nao
comprometeu de forma relevante a adesao, a proliferacdo ou o crescimento celular
ao longo de 72 h. Em conjunto, os achados demonstram a biocompatibilidade aguda
do material e reforgam sua segurancga em contextos de contato celular de curto prazo.

Esses achados estdo em concordancia com estudos anteriores que descrevem
baixa toxicidade da SAS de grau alimenticio em modelos in vitro (FRUIJTIER-
POLLOTH, 2016; HEMPT et al., 2020; YANG et al., 2014; ZAITER et al., 2022). No

entanto, contrastam com evidéncias de citotoxicidade relatadas em células Caco-2



85

expostas a silica coloidal ou a variantes sintéticas sob condi¢cdes experimentais
distintas, nas quais foi observada reducéo da viabilidade apds 24 h de exposicdo, nas
concentragdes de 32 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente (TARANTINI et al., 2015;
WANG et al., 2013). Essas discrepancias sao atribuidas principalmente as diferencas
fisico-quimicas entre as formas de silica, em especial quanto a cristalinidade,
modificagbes de superficie e estado de hidratagcdo, fatores reconhecidamente
determinantes para a biocompatibilidade e o potencial citotéxico (FRUIJTIER-
POLLOTH, 2016; KIANFAR, 2025).

Com base nos resultados de viabilidade, investigou-se também a producao de
ROS como possivel mecanismo de toxicidade associado ao INS 551. Nas
concentraces minima (19,82 pg/mL) e maxima (200 pg/mL) testadas, ndo foi
detectado aumento significativo na geracdo de ROS em ambas as linhagens
celulares, indicando que, nas condi¢bes avaliadas, o INS 551 n&o induz estresse
oxidativo relevante. Esse perfil difere do observado para NPs metalicas, como as de
oxido de zinco e prata, amplamente descritas pela capacidade de gerar elevados
niveis de ROS (YAZDIMAMAGHANI et al., 2019).

A auséncia de indugcdo oxidativa sugere que o INS 551 possivelmente ndo
apresenta sitios de superficie redox-ativos (FRUIJTIER-POLLOTH, 2016; HEMPT e
etal., 2020; KIANFAR, 2025). No entanto, estudos recentes indicam que seu potencial
toxico pode estar mais relacionado a mecanismos alternativos, incluindo estresse
lisossbmico, respostas pré-inflamatérias, autofagia, efeitos cito e genotdxicos ou
inducdo de apoptose, em vez das vias oxidativas classicas (DONG et al., 2020;
RIBEIRO, 2023). Essa distincio mecanistica ajuda a explicar a manutencdo da
viabilidade celular observada, mesmo na presenca de internalizacdo das particulas.

As micrografias de MET forneceu evidéncia direta dessa internalizagao,
mostrando que as particulas de INS 551 foram incorporadas pelas linhagens Caco-2
e FGH apds 72 h de exposigdo a 200 upg/mL. As particulas (estruturas com alta
densidade eletrbnica) localizaram-se  predominantemente em  vesiculas
citoplasmaticas delimitadas por membrana sem indicios de penetracédo nuclear. Essa
organizagdo compartimentalizada sugere que a internalizacdo do INS 551 ocorre
predominantemente por endocitose, com posterior acumulo em vesiculas

endossomais e lisossémicas, padrao ja relatado para NMs de silica (SOUSA DE
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ALMEIDA et al., 2024; YE et al., 2017), e compativel com a hipétese de que o estresse
lisossdmico pode representar um mecanismo relevante de toxicidade.

De forma complementar, a andlise por MEV evidenciou altera¢cdes morfolégicas
graduais e dependentes da concentracdo, especialmente na borda em escova das
células Caco-2. Observou-se uma progressdo desde o alongamento das
microvilosidades em 19,82 pg/mL até a completa desorganizagao da superficie apical
em 200 ug/mL, fendmeno descrito como “ponto de inflexao” (tipping point) nas
interacbes entre NPs e epitélios (VINCENTINI et al.,, 2022). Nas células FGH,
destacaram-se modificacdes fibrilares e observa-se agregados extracelulares em
concentracBes mais elevadas, indicando possiveis interacfes do INS 551 com a
matriz extracelular, com potencial impacto em processos de remodelacao tecidual em
exposicdes prolongadas (HAKKINEN et al., 2011). Vale ressaltar que essas
alteragOes estruturais ocorreram mesmo na manutengdo da viabilidade celular,
conforme avaliado pelos ensaios de MTT e de impedéancia, sugerindo que os efeitos
observados refletem mais mudanc¢as morfolégicas do que citotoxicidade imediata.

Essa perturbacéo na arquitetura celular, especialmente na interface que medeia
a comunicagcao com o0 meio externo, levanta a hipétese de que a interacdo com as
NPs poderia também modular respostas funcionais, como as vias de sinalizacédo
inflamatoria. De fato, ao investigar o potencial inflamatério do INS 551, observou-se
um perfil de imunomodulacdo em vez de uma resposta inflamatéria classica. Na maior
concentracdo testada (200 pg/mL), houve uma diminuicdo marcante nos niveis de
eotaxina, uma citocina ligada ao recrutamento de eosindfilos, e de IP-10, crucial para
a ativacdo de células T. Essa supressdo de mediadores-chave sugere que o aditivo
pode influenciar a comunicacgao celular e atenuar a regulacao inflamatéria. Tal efeito
estd em consonancia com a literatura, que ja aponta a capacidade de NPs de silica
modularem a secrecao de citocinas de forma dose-dependente (BARBERO et al.,
2017; BREZNAN et al., 2017; RIBEIRO, P. C., 2023).

A partir dos resultados obtidos, € possivel afirmar que este estudo contribui
significativamente para o entendimento dos efeitos do INS 551 no trato
gastrointestinal. Verificou-se que, em linhagens celulares como FGH e Caco-2, 0 INS
551 nado causou toxicidade celular relevante, mesmo em concentracdes elevadas.

Além disso, foram definidos limiares para a captagdo celular e identificadas alteracdes
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morfolégicas, informacfes que podem ser fundamentais para futuras avaliagfes
regulatérias do uso desse aditivo.

Os resultados do perfil de mediadores inflamatérios nas células FGH expostas
a concentracdo de 200 pg/mL de INS 551 por 72 h revelaram um cenario complexo
de modulagédo imunoldgica, e ndo uma ativacao inflamatéria classica. Observou-se
uma tendéncia de aumento nas concentragbes de IL-15, IL-6, IL-9, IL-5 e IL-1f,
embora sem significancia estatistica quando comparadas ao controle. Este perfil
sugere um potencial, porém discreto, estimulacdo de vias pro-inflamatorias,
alinhando-se com estudos que demonstram a capacidade de NPs de SAS, mesmo
de grau alimenticio, de interagir com receptores celulares e modular sinalizagées
intracelulares. A IL-1B, por exemplo, € uma citocina-chave na inflamacé&o pirogénica,
frequentemente associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3 por materiais
particulados (DONG et al., 2020; RIBEIRO, 2023). Da mesma forma, a IL-6 € um
mediador central na resposta de fase aguda. A auséncia de significaAncia estatistica
pode indicar que o estimulo foi subcritico ou que as células FGH, como fibroblastos,
possuem um limiar de ativacdo mais elevado para essas citocinas em patrticular.

Em contrapartida, e de forma mais impactante, registrou-se uma diminuicao
significativa na concentracdo da eotaxina. Esta quimiocina € fundamental para o
recrutamento seletivo de eosinofilos e estd classicamente associada a respostas
alérgicas e a patogénese de doencas como a asma (GRAF et al., 2025; SANTOS et
al., 2025). A supressdo de seu nivel pode indicar um efeito imunossupressor
localizado do INS 551, possivelmente através da interferéncia na sinalizagdo de NF-
KB ou de outras vias de transcricdo proinflamatérias (DILEEPAN et al., 2020; YANG
et al., 2023). Barbero et al. (2017) e Breznan et al. (2017) também relataram perfis
mistos de modulacdo de citocinas por NPs de SAS, onde algumas vias eram
suprimidas enquanto outras eram levemente estimuladas, destacando que a resposta
imune a NMs é altamente contextual e dependente do tipo celular, do tempo de
exposicao e das propriedades fisico-quimicas da particula.

A interpretacao integrada desses dados, tendéncia de aumento néo significativo
de citocinas proé-inflamatérias concomitante a reducdo de um mediador-chave como
a eotaxina, aponta para um fendbmeno de imunomodulagdo em vez de toxicidade

inflamatéria aguda. Este resultado € consistente com a manutencdo da viabilidade
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celular observada nos ensaios de MTT e xCELLigence, sugerindo que o INS 551, na
concentragdo e no modelo testado, ndo desencadeia uma resposta citotoxica ou
hiperinflamatoria. No entanto, a alteracdo no microambiente de citocinas levanta
guestdes sobre os impactos sutis e de longo prazo dessa modulacdo. Em um cenario
de exposicdo cronica, tal perfil poderia potencialmente interferir na homeostase
tecidual ou na resposta a patégenos, um aspecto que merece investigacdo em
modelos mais complexos, como co-culturas com células imunoldgicas ou em estudos
in vivo, para elucidar completamente as implicacdes para a seguranca alimentar
(DONG et al., 2020; MURUGADOSS et al., 2017).

No entanto, a formacdo de agregados em determinadas condicbes e a
modulacédo da resposta inflamatoria indicam que os efeitos a longo prazo do consumo
do INS 551 sdo complexos e ainda ndo totalmente compreendidos. A falta de
padronizacdo nos ensaios toxicolégicos, bem como a variabilidade nas caracteristicas
fisico-quimicas das SAS comercializadas, representam desafios importantes para
uma avaliacdo de seguranca mais abrangente.

Apesar dos resultados desse estudo fornecerem uma base sélida para a
compreensao das interacBes celulares envolvendo o INS 551, é fundamental
reconhecer limitagbes importantes que ainda persistem. Entre elas, destacam-se a
auséncia de dados relativos a exposicao cronica e a falta de avaliacdo detalhada do
potencial inflamatorio em células Caco-2.

Para avancar o conhecimento nessa area, futuras investigacdes devem adotar
abordagens mais sofisticadas e realistas, priorizando modelos que reproduzam com
maior fidelidade o ambiente biol6gico. E essencial integrar o uso de co-culturas
tridimensionais, que combinam células epiteliais e imunolégicas, bem como a
incorporacdo da microbiota intestinal, aliadas a uma analise minuciosa do perfil
inflamatorio, com monitoramento de marcadores como citocinas e a ativagao do fator
NF-kB. Tais estratégias sdo determinantes para esclarecer se as particulas de INS
551 podem desencadear uma inflamacg&o silenciosa ou comprometer a integridade da
barreira intestinal.

Além disso, a inclusdo de dados sobre exposicdo prolongada em modelos
fisiologicamente relevantes € imprescindivel para uma avaliacdo abrangente dos

riscos e beneficios associados ao aditivo.
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Em suma, embora este estudo represente um avango significativo na
caracterizacdo e avaliagdo da citotoxicidade do aditivo E551, oferecendo
contribuicdes valiosas para as discussfes regulatorias, € essencial que pesquisas
futuras aprofundem a investigacdo dos impactos cronicos e imunomoduladores do
INS 551 na salude humana. Essa abordagem integrativa permitira o desenvolvimento

de diretrizes de uso mais seguras e fundamentadas para a industria alimenticia.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o INS 551 ndo induziu toxicidade
celular significativa nos modelos avaliados, mesmo em concentracdes elevadas de
até 200 pg/mL. A caracterizacao fisico-quimica, por sua vez, confirmou a natureza
amorfa das particulas e evidenciou a presenca de agregados em determinadas
condicbes experimentais, ressaltando assim o papel dos meios de cultura na
dispersao e no comportamento das NPs. Além disso, a analise da adsorgéo proteica
revelou a formacdo de uma corona proteica, fator fundamental para a
biodisponibilidade e as interacdes bioldgicas desses materiais.

Ensaios de viabilidade celular e monitoramento por bioimpedancia em tempo real
indicaram que o INS 551 ndo prejudicou a integridade celular nem interferiu na
proliferacdo das linhagens avaliadas, mantendo a viabilidade acima de 75%. Além
disso, as micrografias de MET mostraram a presenca do INS 551 em vesiculas
citoplasmaticas, sem evidéncias de penetracdo nuclear. J& as micrografias de MEV
revelaram alteracdes morfoldégicas dependentes da concentracdo, incluindo a
desorganizacao das microvilosidades nas células Caco-2 e o aumento da rugosidade
superficial nas células FGH. Os ensaios de ROS por sua vez nao indicaram estresse
oxidativo significativo na maioria das condigbes testadas, no entanto, houve
modulacdo da resposta inflamatéria, com a reducao de citocinas como eotaxina e IP-
10 em concentra¢gBes mais elevadas. Isso sugere que a exposicdo prolongada ao
INS 551 pode afetar mecanismos celulares ainda pouco compreendidos.

Diante desses achados, destaca-se a importancia da padronizacéo dos protocolos
de disperséo para garantir reprodutibilidade e precisdo em testes nanotoxicolégicos,
considerando que a distribuicdo do tamanho das particulas impacta diretamente as
respostas celulares.

Por fim, embora os resultados representem um avango importante na
caracterizacao e avaliagao da citotoxicidade do INS 551, fornecendo informacdes
valiosas para futuras discussfes sobre sua regulamentagdo e seguranca, €
fundamental realizar novas investigacdes. Tais estudos sdo imprescindiveis para
esclarecer os impactos cronicos e 0s potenciais efeitos imunomoduladores dessas

NPs na saude humana, contribuindo assim para a formulagdo de diretrizes



91

regulatérias mais rigorosas e seguras para a aplicacdo do INS 551 na indastria

alimenticia.
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