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RESUMO

O aumento de expectativa de vida da populagdo vem ocasionando aumento nos problemas
degenerativos inflamatorios nos 0ssos. Neste sentido, os biomateriais nanoestruturados surgem
como um potencial alternativo para substituicao parcial ou completa das estruturas 6sseas, em
especial os nanocompositos poliméricos, em virtude das excelentes propriedades de
osteoconducao/reabsor¢cdo e mecanica. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
desenvolver e caracterizar um nanocomposito polimérico a base de hidroxietilcelulose com
nanorefor¢os de nanobiovidro dopado com nanoparticulas de oxido de magnésio e
montmorilonita nanoestruturada para avaliagdo teorica e experimental da toxicidade, por meio
de testes in silico utilizando modelos de predi¢cdo de toxicidade online (como o pKCSM e o
ProTox II) e ensaios experimentais de ecotoxicidade com Artemia salina, respectivamente. Os
resultados de predi¢do in silico consideraram o nanocompdsito polimérico seguro com
predicdes em ratos de relacionado a toxicidade aguda de LDso de 2,52 (log molkg™!) e
toxicidade cronica de 2,92 (log kg.kg'.dia!). Enquanto, os ensaios experimentais de
ecotoxicidade do nanocomposito polimérico demonstraram baixa mortalidade em Artemia
salina com concentragdo elevada do ICso de 1630 pg.mL™' e, destacaram por integrar as
propriedades dos constituintes, sugerindo potencial aplicacdo como condicionador de solo e
fonte multifuncional de nutrientes. Vale destacar, que a nanotecnologia, ao desenvolver
materiais em escala nanométrica, ¢ um ponto de partida para essa cadeia de avaliagdo,
ressaltando, a compreensdo de como as propriedades nanométricas afetam a toxicidade e a
ecotoxicidade ¢ fundamental para o desenvolvimento de nanomateriais mais seguros e
sustentaveis. Por conseguinte, foi possivel desenvolver, investigar e analisar 0 nanocomposito
polimérico para uso na area de regeneracdo 0ssea, com resultados promissores em termos de
seguranca de toxicidade e ecotoxicidade.
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1. INTRODUCAO

Problemas degenerativos, inflamatdrios e fraturas nos tecidos 6sseos afetam milhdes de
pessoas, ocasionando a substitui¢do desses tecidos dsseos por biomateriais (Cope et al., 2019;
Polo-Corrales, 2014). Vale destacar que a utilizacdo da nanotecnologia para a producao de
nanobiomateriais tem se desenvolvido rapidamente, buscando aumentar as propriedades Unicas
e tornando-os atrativos para aplicagdes em diversos processos que envolvem a regeneracao
Ossea. como a montmorilonita nanoestruturada (nM), o nanobiovidro dopado com
nanoparticulas de 6xido de magnésio (nBV), o nanorefor¢co de montmorilonita ¢ nanobiovidro
dopado com nanoparticulas de 6xido de magnésio (nM/nBV) e o nanocompdsito polimérico
contendo hidroxietilcelulose e o nanorefor¢co (P/nM/nBV) (Druzian et al., 2024).

Deste modo, os nanobiovidros contendo nanoparticulas metéalicas surgem como uma
alternativa relevante para aumentar a cinética de formacao da camada de fésforo e calcio,
promovendo uma maior velocidade no processo de osteocondutividade, proporcionando um
aumento de adesdo com o substrato 6sseo (Zhao et al., 2023). Paralelamente, o nMT ¢ um
composto de silica, aluminio € magnésio, que apresenta uma estrutura de folhas tetraédricas e
octaédricas, apresentando diferentes propriedades, como a elevada area superficial (> 50 m?.g"
1), estabilidade quimica e considerdvel alta carga de lamelas (Wu et al., 2019). Adicionalmente,
a hidroxietilcelulose (P) ¢ uma matriz polimérica derivada da celulose que apresenta bom
espessamento, suspensdo, dispersdo, emulsificagdo e a possibilidade de formacdo de filmes
semelhantes ao da celulose, sendo biodegradéavel ou bioabsorvivel (Luo ef al., 2015). Além
disso, destaca-se que nanocompdsitos sao materiais multifasicos, onde pelo menos uma das
fases constituintes tem uma dimensao na faixa de 1-100 nm, sendo constituidos de uma fase
continua (denominada matriz, geralmente polimeros) e uma fase dispersa (denominado
reforgo).

Para analisar processos bioldgicos e quimicos, um dos métodos consiste na utilizacao
de testes in silico que se baseia em simulagdes computacionais para modelar ¢ analisar os
componentes, sendo uma ferramenta essencial na pesquisa cientifica moderna, oferecendo
vantagens, como a reducdo de custos, capacidade de andlise em larga escala, exploracdo de
hipoteses complexas e, principalmente, a reducdo de experimentos in vivo (Sutcliffe et al.,
2024). Além disso, as analises in silico para materiais na regeneracdo Ossea modelam o
comportamento mecanico, mimetizando o ambiente 0sseo, bem como, preveem a taxa de
osteointegragdo e o crescimento 6sseo ao redor do implante (Alves et al., 2018).

Em relagdo aos testes de ecotoxicidade, sdao utilizados para quantificar e analisar os
efeitos toxicos de substincias quimicas no ambiente, especialmente em organismos de
ecossistemas aquaticos e terrestres, avaliando os efeitos imediatos (como agudos) ou
prolongados (como cronicos), a bioacumulagdo e a biodegradabilidade de nanomateriais (Ale
et al., 2024). Vale destacar que a relacdo entre biomateriais e ecotoxicidade ¢ um aspecto
fundamental ao se considerar a sustentabilidade ao longo do ciclo de vida das nanoestruturas,
como na seguranca dos produtos de degradagdo de biomateriais que deve ser garantida quando
descartados ou incinerados, sem afetar os organismos ambientais ou apresentar um risco
ecologico significativo (Ragavendran et al., 2024).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade in silico e a
ecotoxicidade experimental de um nanocomposito polimérico a base de hidroxietilcelulose e
nanobiovidro e montmorilonita nanoestruturada, para seu potencial aplicagdo em regeneragao
Ossea. Vale destacar que visa contribuir para o desenvolvimento sustentdvel e a qualidade de
vida, atendendo aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela
Organizacao das Nagdes Unidas (ONU), com destaque para o Objetivo 3 (Saude e Bem-Estar
- Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades) e o
Objetivo 9 (Inovacdo Infraestrutura - Construir infraestrutura resiliente, promover a
industrializagao inclusiva e sustentavel, e fomentar a inovagao).
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2. METODOLOGIA
2.1. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DO P/nM/nBV

Inicialmente para produ¢do dos nanomateriais foram extraidos a silica (SiO2) e a
alumina (Al20O3) da casca de arroz de uma industria de beneficiamento de graos e do lodo
residual de uma estacdo de tratamento de agua, respectivamente. Nesse sentido, a casca de arroz
foi pré-peneirada (¢ = 12 cm), moida (30 min), tratada quimicamente com HCI (0,1 mol.L! /
250 rpm / 120 min) e calcinada (700 °C / 120 min / 10 °C.min™"). Enquanto, o lodo residual foi
tratado termicamente a 400 °C / 120 min / 10 °C.min"!, conforme a literatura (Fernandes et al.,
2014). Para o desenvolvimento do nM, nBV, nM/nBV e P/nM/nBV foram utilizados os
métodos hidrotérmicos, sol-gel assistido por ultrassom, impregnagao e polimerizagdo in situ
seguido de liofilizagdo, respectivamente (Druzian et al, 2024). Para a caracterizacdo dos
nanomateriais, foram utilizadas as técnicas de difra¢ao de raios X (DRX), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), porosimetria de N> (método BET/BJH) e
Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia por Energia Dispersiva (MEV-
EDX). Vale mencionar que as equagdes de Bragg (Eq. 1), e Debye-Scherrer (Eq. 2) foram
usadas para determinar a distancia interplanar (d) e o tamanho médio do cristalito (d.),
respectivamente (Thommes et al., 2015).

/1Cu—a
d= 2 *sen (0) M
0,94 * ACu—a
de = S * cos (6) @

onde o0 A¢,. ¢ a radiacdo do tubo de cobre de 0,154 nm, 6 ¢ o angulo de difragdao de Bragg (°)
e B ¢ a largura total na metade do maximo do pico

2.2. TESTES IN SILICO PARA PREDICAO DA TOXICIDADE AGUDA, EFEITOS
COLATERAIS E ECOTOXICIDADE

Os estudos de predigdo de toxicidade e efeitos colaterais in silico foram realizados para
estimar os possiveis efeitos toxicoldgicos dos principais compostos presentes nos componentes,
em relagdo a similaridade molecular, propensdes a fragmentos e caracteristicas de aprendizado
de maquina mais frequentes, com base em modelos reais pré-determinados (in vitro € in vivo),
como os softwares pkCSM e o ProTox-II (Lagunin et al., 2011).

Para predizer a mutagenicidade e a carcinogenicidade in silico dos componentes foram
utilizados os softwares online pkCSM e ProTox-II. Nesse sentido, o teste de Ames foi realizado
para predizer a mutagenicidade, permitindo a deteccdo de mutagdes no material genético
envolvido na sintese do aminoacido histidina, geralmente utilizando cepas bacterianas.
Enquanto, a predi¢do do potencial carcinogénico de nanobiomateriais em roedores foi realizada
utilizando dados do Programa Nacional de Toxicologia (NTP).

A toxicidade aguda in silico em ratos dos componentes foi realizada utilizando os
softwares ProTox-II e pkCSM, avaliando a hepatotoxicidade, imunotoxicidade, citotoxicidade
e dose maxima tolerada em humanos. Além disso, a classe de toxicidade aguda em ratos foi
definida de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado de Classifica¢dao e Rotulagem de
Produtos Quimicos. A previsao da toxicidade aguda e bioacumulagao in silico dos componentes
em microrganismos aquaticos foram realizados utilizando os softwares GUSAR e pkCSM,
utilizando como bioindicadores em ecotoxicologia os microcrustdceos Daphnia magna, peixe-
cabega-gordo (Fathead minnow) e o organismo modelo como bioindicador ambiental
Tetrahymena pyriformis. Dessa forma, as informagdes utilizadas foram obtidas do PubChem e
no Materialsproject, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas estruturais e moleculares dos componentes utilizados para os ensaios in silico.

.~ . Formula

Amostras Composi¢cdo Smiles Molecular
P CCIC(C(C(C(O1)CO)OC2C(C(C(C(02)COCIC(C(C(C(03)CO)OC)0)0)OC (1
4C(C(C(C(04)CO)0C)0)OCCO)0)0)0)O T

nM 0.[0-2].[0-2].[0-2].0=[Si]=0.0=[Si]=0.0=[Si]=0.0=[Si]=0.[AI+3].[Al+3]  ALH,0,Si4

BV [0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[O- CaHgMgyNa,

" 2].[Na+].[Na+].[Si].P.P.[Ca+2].0=[Mg] 011P,Siis

0.[0-2].[0-2].[O- .

nM/nBV  2].0=[Si]=0.0=[Si]=0.0=[Si]=0.0=[Si]=0.[Al+3].[Al+3].[0-2].[0-2].[O- Nazi‘/}zsasp €
2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[Na+].[Na+].[Si].P.P.[Ca+2].0=[Mg] avigbn

CCIC(C(C(C(O1)CO)OC2C(C(C(C(02)COCIC(C(C(C(03)CO)OC)0)0)OC (1 o

pammBy  4C(C(C(C(04)CO)OC)0)0CC0)0)0)0)0.[02].0=[Si]=0.0=[Si]=0.0={Si] A“f S72P3é MZ
v =0.0=[Si]=0.[Al+3].[Al+3].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[0-2].[O- ’ ;0129 :

2]1.[O-2].[Na+].[Na+].[Si].P.P.[Cat+2].0=[Mg]
Fonte: Construgdo do autor (2025).

2.3. ENSAIOS EXPERIMENTAIS DE ECOTOXICIDADE

Os ensaios experimentais de ecotoxicidade aguda foram realizados em Artemia salina
baseando-os NBR16530 (2021), onde os cistos de Artemia salina foram cultivados em agua do
mar reconstituida (salinidade de 35 g.L"! / pH de 8,0 = 0,5 / 25 + 2 °C / 24 horas sob aerag¢o).
Posteriormente, os cistos eclodidos foram expostos a 4 concentragdes de nanomateriais (0,1 a
300 ug.mL!), onde foram denotados sobre mobilidade e mortalidade apds 24 horas, por
exemplo, concentracdo da amostra que causa letalidade em 50% de Artemia salina nos
organismos de teste (CLso). Além disso, a 4gua do mar reconstituida foi usada como controle
negativo (NC), enquanto uma solu¢io de CuSO4 (6 mg.mL™') foi utilizada como controle
positivo (PC).

2.4. ANALISE ESTATISTICA

As comparacdes estatisticas e a andlise de variancia (ANOVA unidirecional) foram
utilizadas, seguidas de avalia¢des post hoc de Dunnet com o software GraphPad Prism 7.0®. Os
resultados com (*) p < 0,033, (**) p < 0,002 e (***) p < 0,001 foram considerados
significativos. Para os testes in silico de predi¢do de toxicidade e ecotoxicidade, foi utilizado
os softwares online: pkCSM (https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm/prediction); ProTox-II
((https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound _input) e GUSAR
(https://www.way2drug.com/gusar/acutoxpredict.html).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. CARACTERIZACAO DO NANOCOMPOSITO POLIMERICO

A Figura 1(a) apresenta os difratogramas para o P/nM/nBV, onde o nanocomposito
polimérico consistiu em trés fases cristalinas como: (1) Muscovita 2M1 (Al3H2KO12S13, ICCD
n°. 00-046-1409 com d. de 44,4 nm) em 27,92° (001, d = 3,19 A); (ii) Quartzo Baixo (SiO2,
ICDD n°. 00-046-1045 com d. de 43,24 nm) em 26,18° (111, d = 3,39 A); e (iii) Pentéxido de
fosforo (P20s, ICDD: n°. 23-1301 com d. de 5,22 nm) em 22,07° (002, d=4,04 A). Vale destacar
que a auséncia de fases cristalinas do nM no P/nM/nBV indica um elevado grau de esfoliagao
da lamela de nM, possivelmente devido a excelente dispersao das nanofolhas de nM na matriz
de P.

O espectro de FTIR (Figura 1b) do P/nM/nBV indicou a presenga dos seguintes
estiramentos relacionados ao P em: (i) 3620 a 3090 cm™: vibracdes de estiramento O-H; (ii)
2990 a 2800 cm™': vibragdes de estiramento -CH; (iii) 1690 a 1590 cm™': estiramento C=0 da
amida I; (iv) 1530 a 1420 cm': flexdo -NH da amida II; (v) 1280 a 1190 cm™: estiramento CN
e NH da amida III; e(vi) 1140 a 910 cm™': estiramento C-O-C. Além disso, o estiramento em
720 cm™! denota vibragdes de estiramento Si-O-Al da rede cristalina relacionado ao nM (Zhao
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et al., 2018). Vale destacar, a auséncia de bandas tipicas do nM e do nBV, como Si-O-Si em
108021030 cm’!, Si-O-Alem 860 a 765 cm™ e HPO4 em 610 a 575 cm™!, ndo foram observadas
no P/nM/nBV devido a sobreposi¢cdo com bandas do P.

Figura 1(c) apresenta as isotermas de adsorcao/dessor¢ao de N, onde o P/nM/nBV
demonstrou uma isoterma do tipo IV(a) com histerese H4 e propriedades texturais como o Sger
de 0,4 +0,1 m%.g"', D, de 33,1 £0,9 nm e V, de 0,004 £ 0,0002 cm?.g!, indicando um aumento
na adsor¢do de N> em baixas pressdes contendo poros em fendas, classificando-o como um
nanomaterial mesoporoso de 2 a 50 nm de D,. Vale destacar que a area de superficie do
P/nM/nBYV diminui em comparagdo com P e do nM/nBV separados em virtude da incorporagao
de ions que intervém na energia de superficie da estrutura do P, obstruindo as redes covalentes
contendo os 6xidos.

Figura 1(d) apresenta uma micrografia MEV do P/nM/nBYV, onde evidéncia na regiao
central uma morfologia granular e mais densa inserida ao P de matriz porosa. Além disso, os
graos particulados indicam controle de tamanho e dispersao do P/nM/nBV, sendo importante
para evitar aglomerag@o e permitir interagdes celulares eficientes. Enquanto a aderéncia e a
integracdo do P/nM/nBV com o P ao redor ¢ um indicativo de compatibilidade bioldgica e
potencial para ossointegracdo. Vale ressaltar que a presenga de poros ¢ essencial para a
vasculariza¢do e migracao celular, processos cruciais na regeneragdo 0ssea (Zhao et al., 2019).

A analise de ponto elementar EDX foi realizada para investigar os elementos presentes
no P/nM/nBV (Figura le), onde os componentes majoritarios foram C (49,1% em massa) e O
(44,2% em massa), derivados da matriz polimérica, bem como Na (0,7% em peso), Ca (0,5%
em peso), P (0,4% em peso) e Al (0,1% em peso) originados do nM/nBV. Além disso, a razdo
Si/Al encontrada foi elevada, indicando uma rede altamente interconectada de oOxidos,
fornecendo espacgo vital suficiente para as células aderirem ¢ promoverem a mineralizagao
Ossea. Por conseguinte, foi possivel desenvolver o P/nM/nBV sugerindo propriedades
adequadas para a regeneragao ossea.

Figura 1 - (a) Difratogramas de DRX, (b) Espectros de FTIR, (c¢) Isotermas de adsor¢do/dessor¢do de N», (d)
micrografia eletronica de varredura com 2000x magnificag@o e (¢) composi¢do elementar pelo EDX dos

nanomateriais.
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Fonte: Construgdo do Autor (2025).

3.2. ESTUDOS IN SILICO
3.2.1. Estudos de predicao in silico da toxicidade aguda e efeitos adversos de componentes
usando o modelo pKCSM

As Tabelas 2 ao 6 apresentam os resultados da predigdo in silico para absorgao,
distribuicdo, excre¢do, metabolismo e toxicidade, utilizando o modelo pKCSM. Os resultados
de absorcao (Tabela 2) indicaram: (i) Permeabilidade a Caco-2: as amostras apresentaram baixa
permeabilidade (log Papp 10 cm.s™! < 0,90), ou seja, baixa absorcdo intestinal oral; (ii) Baixa
solubilidade em 4gua (em 25 °C) de -2,61 a -4,45 (log mol.L"), mostrando uma dificuldade de
atravessar as c¢lulas; e (iii) Permeabilidade cutanea: as amostras demonstraram permeabilidade
cutdnea moderada (log K, (cm.h") < -2,5). Sobre os resultados de distribui¢do (Tabela 3): (i)
Distribuicio de VDss: as amostras apresentaram valores de -0,25 a -1,64 (log L.kg™"), sendo
considerados baixos indicando uma distribui¢do uniforme no plasma sanguineo; (ii) Fragao nao
ligada: as amostras apresentaram valores elevados (> 0,3 Fu), sugerindo uma ligacdo com
proteinas séricas, diminuindo a eficicia de atravessar membranas celulares; e (iii1)
Permeabilidade BBB e SNC: as amostras sdo consideradas incapazes de penetrar no SNC
(logPS < -3) e demonstraram permeabilidade da barreira hematoencefalica de moderada a baixa
(log BB de -2 a -6).
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Sobre os resultados de excregao (Tabela 4): (i) Substrato renal OCT2 e a depuragao total:
depuracdo moderada (log 1 a 5 mL.min"'.kg™), sugerindo depuragdio hepatica ou depuragio
renal e ndo indicaram um substrato de OCT2. Enquanto o metabolismo (Tabela 5), todos os
materiais nao inibiram os substratos sSCYP2D6 e sCYP3A4 e nao houve reducao ou bloqueio
da atividade de redugdo do CYP450, relacionada ao metabolismo de certos compostos que
promovem reagdes de oxidagao, reducao e hidrdlise na fase I do metabolismo. Para as previsoes
de toxicidade (Tabela 6): (i) Toxicidade AMES: testes negativos indicando que os compostos
nao sao mutagénicos; (ii) Dose maxima tolerada: o P/nM/nBYV foi considerado em doses baixas
(< 0,477 log mg.kg'.dia™"); (iii) Inibidores de hERG I ¢ II: 0 P/nM/nBV demonstrou inibi¢io
prevista do gene hERG II; (iv) Toxicidade aguda oral em ratos (LDso): apresentaram valores de
concentragdes elevadas de 1,99 a 3,35 (log molkg'), indicando que os compostos sio
considerados seguros; (v) Toxicidade cronica oral em ratos: o P/nM/nBV apresentou uma dose
alta de 2,92 (log kgkg'.dia'), sugerindo ser potencialmente segura; (vi) Hepatotoxicidade:
nenhuma das amostras apresentou predicao de lesao hepatica; e (vii) Sensibilizagdo cutanea: as
amostras nao induziram sensibiliza¢do cutanea.

Desse modo, os resultados in silico sdo possivelmente justificados devido a estrutura
cristalina dos materiais, dificultando a difusdo através das membranas celulares intestinais
afetando diretamente a biodegradabilidade dos componentes e aos processos de troca i6nica, ao
mesmo tempo, modificando a biodisponibilidade de compostos que interagem com os canais
celulares.

Tabela 2 - Estudos de predicao de toxicidade in silico da absor¢do usando o modelo pKCSM.

Permeabilid  Solubilida Absor¢ Permeabilid  S"PS™2%  yhibicdo P- P-
~ P- . , glycoprot
Amostr ade Caco-2 de na ao ade na pele . , glicoprotei .
.z . . glicoprotei ein 11
as (log Papp 10 agua(log intestin (log Kp na nal inhibition
6 -1 -1 ) -1 N ~
.cm.s™) mol.L™") al (%) cm.h™) (Sim/Nio) (Sim/N2o) (Yes/No)
P 0,34 -2,61 16,36 -2,73 Sim Nao Nao
nM -0,36 -3,79 40,61 -2,72 Nao Nao Nao
nBV 0,08 -4,45 14,27 -2,73 Sim Nao Nao
nM/nBV -0,40 -2,92 - -2,73 Sim Nao Nao
P/ “1\\/;/ nB 021 -2,89 2,73 Sim Nio Nio

Fonte: Construcdo do autor (2025).

Tabela 3 - Estudos de predicao de toxicidade in silico da absor¢do usando o modelo pKCSM.
VDss (log Fracio nio ligada Permeabilidade BBB (log Permeabilidade CNS (log

Amostras Ty 4oy (Fu) BB) PS)
P 20,25 0,50 2,10 472

nM 1,64 0.73 2,79 3,64
nBV 1,14 0.74 231 3,63
nM/nBV 21,40 0.46 -5,70 4,46
P/nM/nBV 2025 0.39 4,64 6,20

Fonte: Constru¢do do autor (2025).

Tabela 4 - Estudos de predi¢ao de toxicidade in silico da excre¢do usando o modelo pKCSM.
Amostras  Total clearance (log mL.min'.kg!) Substrato renal OCT2 (Sim/Nio)

P 1,98

nM 3,54
nBV -3,14 Nio

nM/nBV -3,98

P/nM/nBV -0,91

Fonte: Construgdo do autor (2025).
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Tabela 5 - Estudos de predi¢ao de toxicidade in silico do metabolismo usando o modelo pKCSM.
CYP2D6 CYP3A4 CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 sCYP2D6 sCYP3A4

Amostras o Nio)  (Sim/Ndo) (Sim/Ndo) (Sim/Ndo) (Sim/Nio) (Sim/No) (Sim/Nio)
P Nao

nM Nao

nBV Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao
nM/nBV Sim
P/nM/nBV Sim

Fonte: Construcdo do autor (2025).

Tabela 6 - Estudos de predicdo de toxicidade in silico da toxicidade usando o modelo pKCSM.

Max. Toxicida Toxicida
dose R
tolera Inibicao Inibicao  de oral de oral Sensitiza
AMES oe i hERG aguda cronica  Hepatotoxicid ¢
Amostr . ~ da hERG 1 a0 da pele
as (Sim/Na (o (Sim/Na I em rato em rato ade (Sim/Néio
0) g (Sim/Ni  (LDso) (log (Sim/Niio)
mg-kg 0) 0) (lo kg.bw" )
l.day g &
1y molkg') lLday?)
P 0,54 Sim 2,75 2,72
nM 0,31 Nao 3,35 0,28
nBV ~ 0,50 ~ Nao 2,63 0,81 ~ ~
aMmBY O 0,51 Nao Nao 1,99 0,59 Ndo Ndo
P/nM/n .
BV 0,43 Sim 2,52 2,92

Fonte: Construg@o do autor (2025).

3.2.2. Estudo de predicao in silico da toxicidade aguda em ratos usando o modelo ProTox-
11

A Tabela 7 apresenta as previsoes de toxicidade aguda em ratos para os componentes
utilizando o modelo ProTox-II, onde as amostras foram consideradas de toxicidade de classe
IV (como nocivo se ingerido) e V (pode ser nocivo se ingerido). No entanto, os valores previstos
para a LDso, em comparacdo com os modelos Pro-Tox II e pkCSM, foram diferentes devido ao
método de aprendizado de maquina. Vale ressaltar que altas predicoes (> 70%) foram
observadas para o P e P/nM/nBYV, indicando modelos confidveis. Estudos demonstraram, em
testes in vivo, que os mecanismos envolvendo nanocompdsitos poliméricos com reforgos
inorganicos resultam da liberagdo lenta de Ca**, Mg®" e Na* podendo modular a osteogénese,
por meio da regulacdo positiva do gene Runx-2, envolvido na regulacdo da adesdo celular e na
promocao da sintese de colagenase tipo I (Dubey et al., 2022).

Tabela 7 - Estudos de predi¢do de toxicidade in silico usando o ProTox-II para toxicidade aguda em ratos.
Amostras  LDs predito (mg.kg") Meédia de similaridade (%) Precisio (%)

P 2000 98,02 72,95

nM 5000 44,07 54,28
nBV 660 18,32 5,12
nM/nBV 5000 22,23 12,87
P/nM/nBV 2000 81,64 71,02

Fonte: Construgdo do autor (2025).

3.2.3. Estudo de predicio in silico da toxicidade aguda e bioacumulacio para
ecotoxicidade

As Tabelas 8 e 9 apresentam os resultados da previsdo in silico de toxicidade aguda e
bioacumulagdo em Fathead Minnow, Daphnia magna e T. pyriformis dos componentes usando
modelos GUSAR e ProTox-II. Neste sentido, os resultados encontrados para as previsdes de
ecotoxicidade in silico foram: (i) Fathead Minnow: as amostras apresentaram CLf50 de 0,48 a
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2,11 (log mmol.L'") para o modelo GUSAR e de 1,28 a 19,22 (log mmol) para o modelo
ProTox-II, onde o P/nM/nBV nio foi considerado téxico (CLfso < 0,5 log mmol.L™); (ii)
Daphnia magna: todas as amostras nio demonstraram alta toxicidade (CLcso < 1 log mol.L);
e (iii) T. pyriformis: todas as amostras ndo apresentaram IGCso relevante (> 0,8 log pg.L™!). Vale
ressaltar que a diferenca encontrada para os modelos se deve as equagdes dos modelos de
predi¢ao, como QSAR e aprendizado de maquina.

Tabela 8 - Predig@o in silico de toxicidade aguda e bioacumulagdo em Fathead minnow, Daphnia magna e
Tetrahymena pyriformis utilizando o modelo GUSAR.

Amostras Fathead minnow Daphnia magna T. pyriformis 1GCso Fator de
LCfso (log mmol.L'Y)  LCeso (log mol.L") (log mol.L'") bioacumulacio (BCF)
P 0,43 3,04 1,61 0,22
nM 2,11 4,07 1,05 1,65
nBV 0,48 3,11 0,53 0,78
nM/nBV 0,74 4,47 0,99 1,35
P/nM/nBV 0,90 2,66 1,75 1,66

Fonte: Construgdo do autor (2025).

Tabela 9 - Predi¢do in silico de toxicidade aguda em Fathead minnow e Tetrahymena pyriformis utilizando o
modelo ProTox-II.
Amostras  Fathead minnow LCfso (log mmol) 7. pyriformis IGCso (log ng L)

P 19,22 0,29

nM 2,49 0,27
nBV 1,52 0,31
nM/nBV 1,28 0,29
P/nM/nBV 17,54 0,28

Fonte: Construg@o do autor (2025).

3.3. ESTUDOS EXPERIMENTAIS DE ECOTOXICIDADE
3.3.1. Toxicidade Aguda em Microcrustaceos de agua salina

As Figuras 2(a) e 2(b) demonstram a toxicidade aguda utilizando A. salina ao longo de
24 horas na faixa de 0,1 - 300 pg mL™'. Nesse sentido, o nM apresentou alta mortalidade em
baixa concentragio, indicando maior toxicidade com um ICs de 86 pg.mL!. Além disso, todas
as amostras apresentaram toxicidade na concentragdo de 300 pg.mL!, sugerindo um acumulo
de particulados que dificultou a troca de nutrientes para a 4. salina. No entanto, em baixas
concentragdes, as amostras ndo apresentaram toxicidade, enquanto o P/nM/nBV apresentou
menor mortalidade com uma ICso de 1630 pg.mL™! sugerindo que a combinagio da matriz
polimérica reduziu a toxicidade. Com relagdo a literatura, ¢ denotado que a mortalidade de
nauplios estd relacionada ao aumento da concentracdo de nanoparticulas, resultando em um
efeito dependente do tamanho das particulas. Além disso, a mortalidade de nauplios pode estar
associada a geracao de ROS, que induz dano oxidativo, levando a inibicdo de microcrustaceos
(Unal et al., 2024).

A Figura 2(c) apresenta as micrografias Opticas da 4. salina em contato com o
P/nM/nBV, onde foi possivel observar que na concentragio de 300 pug.mL', ha uma alta
absor¢ao dos nanomateriais localizados no exoesqueleto da A. salina resultando em aumento
do tempo de retencdo no intestino do microcrustaceo, sendo capaz de translocar para células
epiteliais atravessando a barreira intestinal e resultando na mortalidade de 4. salina (Rex;
Mukherjee, 2025).
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Figura 2 - (a) Teste de toxicidade aguda em Artemia salina em 24 horas; (b) Determinagao do ICso das Artemia
salina exposta aos componentes; (¢) Registro fotografico das Artemia salina exposta ao CN, CP e do P/nM/nBV

300 pg.mL.
CN 20b - P—ICy, =264 °
o} e BN @usy ® nM—ICs, = 86
Ocr mavmBy 50 a7y
B° [ rownsy 60f 4 nBV — IC,, = 382 ng.mL I
v — - nM/nBV—1IC,, =212 /.
= sof - B S 50 ‘
° -~ > S0F-e P/nM/mBV—ICs, = 1630 /!
N
[
I /
2 5 Y /1
3 = / p/
% «S 30 B / /
5 2
5 40 § 20} _- -
= - - -7 *
10k 7 — z Ve
20 - /— - - z _ -
of o= = ==== =9-
0 -1,0 0,5 00 055 1,0 1,5 20 25

Log concentragao (pug.mL™)
(b)

Aumento de 0,1 a 300 pg.mL!
(a)

P

CP
©

CN P/nM/nBV

Fonte: Construcdo do autor (2025).

3.4. INTER-RELACAO ENTRE ENSAIOS /N SILICO, PROPRIEDADES DO MATERIAL,
ECOTOXICIDADE E NANOTECNOLOGIA

Os ensaios in silico atuaram como uma ferramenta preditiva valiosa, permitindo uma
triagem inicial e a identificagdo de potenciais riscos toxicologicos e ecotoxicologicos de
nanomateriais antes mesmo da sintese ou de testes experimentais caros € demorados, sendo
capazes de modelar a interagdo de nanomateriais com sistemas bioldgicos com base em suas
propriedades moleculares e estruturais. Adicionalmente, os resultados de ecotoxicidade,
obtidos por meio de testes experimentais, validam e complementam as predi¢des in silico.
Embora, os modelos in silico possam prever a toxicidade com base em propriedades
moleculares, os testes experimentais em organismos vivos fornecem dados reais sobre a
interacao complexa do nanomaterial com o ambiente bioldgico. As diferencgas observadas entre
as predicdes in silico e os resultados experimentais de ecotoxicidade podem ser atribuidas a
complexidade das interacdes biologicas e as propriedades especificas dos nanomateriais, como
a massa molecular, area superficial e carga superficial, que influenciam a interagdo com o
organismo aquatico.

CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel desenvolver e caracterizar um nanocompdsito
polimérico a base de hidroxietilcelulose com nanobiovidro e nanomontmorilonita, avaliando
sua toxicidade in silico e ecotoxicidade. Assim, confirmou-se a producdo do P/nM/nBV , onde
evidenciou ser seguro, com baixa toxicidade e potencial para aplicacdes em regeneragdo dssea.
Os ensaios in silico forneceram uma primeira avaliagcdo de seguranca, onde as propriedades do
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material determinam o comportamento do nanomaterial, e os testes experimentais de
ecotoxicidade avaliaram o impacto ambiental. A nanotecnologia, ao integrar esses
conhecimentos e busca desenvolver materiais inovadores que sejam eficazes em suas aplicagdes
e, a0 mesmo tempo, seguros para a saude humana e o meio ambiente. Vale destacar que a
estrutura altamente esfoliada e a composi¢ao favoravel favorecem uma possivel adesdo celular
e mineralizagdo Ossea. Futuras etapas incluem exploracdo como condicionador de solo
sustentavel.
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