o
““
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO: BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por

diferentes nanoparticulas in vivo

LAISE RODRIGUES DE ANDRADE

Goiania
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por

diferentes nanoparticulas in vivo



" <%
S a8
sistema de hiblintecas ufg UFG

TERMO DE CIE_NCIA E DEAAUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS (TEDE) NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goids
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes
(BDTD/UFG), sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n°® 9610/98, o
documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou
download, a titulo de divulgagdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [X] Dissertacao [ ] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacido

Autor (a): Laise Rodrigues de Andrade

E-mail: laisedeandrade@hotmail.com

Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [X]Sim [ ] Néo

Vinculo empregaticio do autor:

Agéncia de fomento: Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel | Sigla: CAPES

Superior

Pais: Brasil | UF: GO | CNPJ: |

Titulo: Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por diferentes nanoparticulas in vivo.

Palavras-chave: | Genotoxicidade, nanoparticulas, Drosophila

Titulo em outra lingua: Study of toxicity and genotoxicity induced by different nanoparticles in
Vivo.

Palavras-chave em outra lingua: | Genotoxicity, nanoparticles, Drosophila

Area de concentracdo: | Mutagénese

Data defesa: (dd/mm/aaaa) 27/02/2012

Programa de Pdés-Graduacdo: Programa de Pds-Graduacdo em Biologia

Orientador (a): [ Profa. Dra. Kénya Silva Cunha

E-mail: Kenya.cunha@gmail.com

Co-orientador (a):* |

E-mail: |

*Necessita do CPF quando ndo constar no SisPG

3. Informacgodes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagao total do documento [ ] SIM [ X ] NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletronica, torna-se imprescindivel o envio
do(s) arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertagdo.

O sistema da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagbes garante aos autores, que os
arquivos contendo eletronicamente as teses e ou dissertagdes, antes de sua disponibilizagdo,
receberdo procedimentos de seguranga, criptografia (para ndo permitir cdpia e extragdo de
conteudo, permitindo apenas impressé&o fraca) usando o padrdo do Acrobat.

n ,{7 :

Assinatura

of Data: 08 / 05 / 2012

(a) autor (a)

" Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo
suscita justificativa junto a coordenacdo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o
periodo de embargo.



LAISE RODRIGUES DE ANDRADE

Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por

diferentes nanoparticulas in vivo

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Biologia, da Universidade
Federal de Goias, como requisito para a
obtencédo do Titulo de Mestre em Biologia.

Area de concentracio: Biologia Celular e

Molecular

Orientadora: Profa. Dra. Kénya Silva Cunha

Goiania
2012



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacédo (CIP)

GPT/BC/UFG

A553e

Andrade, Laise Rodrigues.

Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por
diferentes nanoparticulas in vivo [manuscrito] / Laise
Rodrigues de Andrade. - 2012.

81 f. :il., figs, tabs.

Orientadora: Profd. Dré Kénya Silva Cunha.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de
Goias, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, 2012.

Bibliografia.

Inclui listas de ilustracGes, abreviaturas, siglas e tabelas.

1. Nanotecnologia — Toxidade genética. 2.
Nanoparticulas — Genotoxidade. 3. Nanoparticulas - Carbono
. Titulo.

CDU: 620.3:543.632.42




LAISE RODRIGUES DE ANDRADE

Estudo da toxicidade e genotoxicidade induzidas por

diferentes nanoparticulas in vivo

Dissertacdo de mestrado defendida por Laise Rodrigues de Andrade e
aprovada pela comissdo examinadora no dia 27/02/2012 no Instituto de

Ciéncias Bioldgicas Il - UFG

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Kénya Silva Cunha

(Universidade Federal de Goiés)

Profa. Dra. Lee Chen Chen

(Universidade Federal de Goiés)

Profa. Dra. Silvia Pierre Irazusta
(Faculdade de Tecnologia de Sorocaba/Centro Estadual Tecnologica Paula

Souza)

Goiania/2012



AGRADECIMENTOS

A Deus por iluminar sempre meu caminho e colocar nele pessoas muito especiais,

responsaveis pelo meu crescimento pessoal e profissional.

A Profa. Dra. Kénya Silva Cunha, um exemplo de vida e profissionalismo. Obrigada
pela oportunidade, confianca, amizade, pelos ensinamentos e atencdo a execucdo deste

trabalho.

A Profa. Dra. Lee Chen Chen e a Profa. Dra. Silvia Pierre Irazusta por aceitarem
participar da banca examinadora, oferecendo suas valiosas sugestdes e proporcionando

discussdes enriquecedoras ao meu aprendizado.

As equipes que, tdo gentilmente, nos forneceram as amostras aqui avaliadas: Prof. Dr.
Vitor Baranauskas e Prof. Dr. Helder José Ceragioli (FEEC/UNICAMP); Prof. Dr. Jose
Mauricio Rosolen, Elaine Y. Matsubara e Juliana C. de Lima (FFCLRP/USP); e, em especial,
ao Leonardo P. Franchi (FMRP/USP) pela amizade e prestatividade. Obrigada a todos vocés

pela cooperacgéo!

Ao Prof. Dr. Elson Alves Costa, a Profa. Dra. Katia Flavia Fernandes e a equipe do
Laboratorio de Comportamento Celular coordenado pela Profa. Dra. Simone Maria Teixeira

de Saboia-Morais, que me ajudaram prontamente nos momentos em que 0S procurei.

A todos os professores que contribuiram para minha formacéo e aos colegas do curso

pelas horas de estudo compartilhadas.

Agradeco também aos companheiros de trabalho, Nilza, Igor, Aroldo, Claudia e Ana
Clara pela agradabilissima convivéncia, colaboracdo e, principalmente, pela amizade. Gosto

muito de vocés!

Ao meu namorado, Guth Berger, que me acompanhou com carinho e paciéncia

durante todo esse periodo, sempre me dando forca e apoio.

A minha familia, meus irméos Vanessa e Elson Janior, e em especial a minha mae,
Elenice pelo incentivo e cuidados dedicados a mim, pelos quais eu devo minha eterna

gratidao.



Vi

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
auxilio financeiro.
“E o fim é belo incerto... depende de como voceé vé
O novo, o credo, a fé que vocé deposita em vocé e sé

SO enquanto eu respirar

Vou me lembrar de vocés!”
(Fernando Anitelli)



vii

SUMARIO

LISTA DE ILUSTRACOES DA INTRODUGAO ......coooveverereeeeeeeeeeeeee e iX
LISTADE TABELAS ...ttt nnae s X
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ... Xi
RESUMO ...ttt s e e sr e et ae e et e e nae e e e e ennes Xiil
ABSTRACT et e et e et e st e et e e e e ar e e e e e nrreearae e Xiv
1. INTRODUGAQ ..o 1
1.1. Nanociéncia € NanoteCnologia ..........cocoevrieininiciie e 1
1.2. Nanotoxicologia e NanogenotoXicologia ..........cocevvvreieriieiinesine e 3
1.3. Nanotubos de CarbOnO ..........cccceviiieiiee e 5
1.3.1. AplicacOes dos Nanotubos de Carbono .........cccoeeveveieeeneevnciece e 7
1.3.2. Toxicidade dos Nanotubos de Carbono ...........cccccevereveniiiie e, 10

1.4. Nanoparticulas de Prata .........ccccooeveriieiene e 15
1.4.1. AplicagOes das Nanoparticulas de Prata ..........cccccoeveieveneniiescnnniens 16
1.4.2. Toxicidade das Nanoparticulas de Prata ...........ccccccevvviverieeinsieienseene. 17

1.5. Nanoparticulas de DiOXido de CEFIO .......ccevvvveeieeiecie e 20
1.5.1. AplicacOes das Nanoparticulas de Dioxido de CErio ........cccccevvrvvernenne. 22
1.5.2. Toxicidade das Nanoparticulas de Dioxido de CErio .........cccccevvreenene 23

2. OBIETIVOS ..ottt s st es sttt enen 27
3. MATERIAL E METODOS .....oooveieieeeieee e ieeies s esies s esaesesissens s senses s essnsnns 29
3.1. AQENLES QUIMIICOS ..ovveveieiieeiiectiesie et e e erte et e e e e e s sre s e e e eraesraesneeneens 29
3.1.1. Nanotubos de Carbon0 ..........cccuvueierierierieie e 29
3.1.2. Nanoparticulas de Prata (AgNP) .....ccooceiie e 32
3.1.3. Nanoparticulas de Didxido de Cério (CeO2-NP) .....c.ccceevvevvveievirciennn 33
3.1.4. Doxorrubicina (DXR) ....ccveiiiieieeie et 33

3.2. Dispersdo das Nanoparticulas ..........cccoceveeieiiecie s 34
3.3. Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) ..... 34
3.3.1. Linhagens de Drosophila melanogaster ............cccccevvveveiveiiiiiie s 35
3.3.2. Procedimento Experimental ...........ccccoeviiiiiiicie e 35
3.3.3. Genotipos dos Individuos FL Testados .......cccccvevveeieiiiviiiecie e 36
3.3.4. Montagem e Analise Microscopica das Laminas ...........cccceeveevueernennenn, 37

3.3.5. Classificago dos CIONES .........ccocceviriiiiiniiii e 37



viii

3.3.6. BASES GENBLICAS ....ccvevveeerieieiiestisiestese et e etie e seese e e st sres eree e enans 38
3.3.7. ANAliSE EStAtISLICA ....vvevviveeviiieeriiiciie et 39

4. RESULTADOS ..ottt a s te e e nnae e r e enees 41
4.1, ETEILOS TOXICOS ..vecvviveeviiiierieiectieseee st ete st ettt sv et et e s e e enae e e 41
4.2, TOXICIAAUE GENALICA ...cvvveeveieeeiiie ettt er e 41

5. DISCUSSAD ...ttt 46
6. CONSIDERAC@ES FINAIS Lo 55

T REFERENCIAS ..o oo et e e e e e e ae e, 56



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.
pelo flare

LISTA DE ILUSTRACOES DA INTRODUCAO

Representacao esquematica da estruturade SWCNT, MWCNT e de CSCNT .. 6

Estrutura cristalina da rede fluorita cubica de CeO2 .......ccovvvrrenieineieeiee, 21
Esquema de preparacdo do CeO,-NP pelo método de precipitagdo ................... 22
Curva tipica da andlise EDS do NTC .......coviiiiiiiieire e 29
Espectro Raman da particula NT ... e 30
Curva tipica da analise EDS do NT .....ccccciiiiiiii i 31
Imagens do NT obtidas por FESEM e HRTEM em diferentes ampliagdes ....... 31
Visualizagdo em microscopia eletronica de pelos multiplos, pelo normal e

Figura 9. Classificagdo das manchas de acordo com o fendtipo e o tamanho das

MAanNChas COM PEIOS MULANTES ........cc.oiiiiiiiiie e e 38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas fisicoquimicas de AGNP ..o

Tabela 2. Caracteristicas fisicogquimicas de CeO2-NP .......ccccccvevvrieveiieiniie e

Tabela 3. Avaliagdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do NTC, NT e
CS em células somaticas de larvas obtidas do cruzamento ST .........cccovvveveieciericiiennns
Tabela 4. Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do MW em
células somaéticas de larvas obtidas do cruzamento ST .......ccocvvieveiieniiiieeisie e
Tabela 5. Avaliagdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos da AgNP em
células somaéticas de larvas obtidas do cruzamento ST .......ccocvieveiieniinieeieie e
Tabela 6. Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do CeO,-NP

em células somaticas de larvas obtidas do cruzamento ST ....ooovvvvveeei,

32
33

42

43

44

45



8-oxodG
A549
AgNP
BEAS-2B
BH

BRL 3A
CAT
CeO,-NP
CSCNT
CVvD
DCL
DXR
EDS
Endo-1II
EROs
FESEM
fir®

FPG
GSH
H9c2
HaCaT
HEK
HEK-293
HFCVD
HL60
HRTEM
HSP70
HT22
ICM
IMR-90
J774A.1

Xi

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

8-0x0-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina

Linhagem celular de carcinoma pulmonar humano
Nanoparticulas de prata

Linhagem de células epiteliais brénquicas humanas
Heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3
Linhagem celular de figado de rato

Catalase

Nanoparticulas de di6xido de cério ou nanoceria
Nanotubos do tipo “cup-stacked”

Deposi¢édo quimica de vapor

Diamond Like Carbon

Doxorrubicina

Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X
Endonuclease-111

Espécies reativas de oxigénio

Microscopia eletrdnica de varredura por emissao de campo
Flare

Formamidopirimidina-DNA glicosilase

Glutationa

Midcitos cardiacos

Linhagem de células queratindcitas humanas

Linhagem celular de queratindcitos epidérmicos humanos
Linhagem celular de rim embrionario humano

Deposicdo quimica a vapor auxiliado por filamento quente
Linhagem celular humana de leucemia promielocitica
Microscopia eletrdnica de alta resolucéo

Proteina de choque térmico 70

Células neuronais de camundongos

Massa celular interna

Células de fibroblasto humano

Macrofagos murinos



L929
LDH
LeAqp2
LOH

MCF-7
MDA
MH

Ml

mM
MWCNT
mwh
NAC
NF-xB
NIR

nm

NPs
NTC
0OGG1
RAW 264.7
RH

SCE
SMART
SOD

ST
SWCNT
TE
TNF-o
U251
V79

pum

Fibroblastos

Lactato desidrogenase

Gene para proteinas formadoras dos canais de agua

Perda de heterozigose
Metro

Linhagem celular de carcinoma de mama

Malondialdeido
Trans-heterozigotos

indice mitdtico

Milimolar

Nanotubos de paredes multiplas
Multiple wing hair
N-acetilcisteina

Fator nuclear kappa B

Radiagéo infravermelho proxima
Nandmetro

Nanoparticulas

Nanotubos de carbono
8-oxoguanina-DNA-glicosilase
Macrofagos

Recombinacdo homologa

Técnica de troca de cromatides irmas

Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo em Células Somaticas

Superdxido dismutase

Cruzamento padréo

Nanotubos de parede unica ou simples

Trofectoderma
Fator de necrose tumoral - o

Células cancerigenas

Linhagem celular de fibroblastos de pulméo de hamster chinés

Micrometro



Xiii

RESUMO

O répido avanco da nanotecnologia permitiu a criagdo de uma grande variedade de
nanoparticulas promissoras para os setores industrial, energético e ambiental. Além disso,
muitas aplicacdes bioldgicas tém sido propostas para as nanoparticulas, como o transporte de
genes e farmacos para o tratamento de doencas, incluindo o cancer e infecgfes. Portanto, é
importante esclarecer se as nanoparticulas podem representar um perigo ao ambiente e a
salde humana. Neste estudo, nés investigamos a toxicidade potencial e a capacidade de
induzir danos ao DNA de diferentes nanoparticulas: quatro espécies de nanotubos de carbono
(NTC, NT, CS e MW), nanoparticulas de prata (AgNP) e nanocéria (CeO,-NP). Foi utilizado
0 teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em Drosophila
melanogaster que detecta a perda de heterozigose de dois marcadores geneticos envolvidos
nas vias metabélicas de formacao de pelos da asa — pelos multiplos (mwh) e flare® (fir®). Nas
larvas, a proliferacdo das celulas dos discos imaginais das asas pode produzir pelos com
fendtipos mutantes expressos nas asas dos individuos adultos. Usando o cruzamento padréo,
larvas de terceiro estagio foram tratadas com diferentes concentragdes das nanoparticulas até
atingir o estagio de pupa. As asas das moscas adultas foram examinadas microscopicamente
para identificacdo de alteracfes fenotipicas. Em todas as concentragdes as taxas de
sobrevivéncia foram superiores a 90%, indicando auséncia de toxicidade cronica das
nanoparticulas avaliadas. Usando o teste binomial condicional, os resultados dos diferentes
tratamentos com NTC, NT e CS foram comparados com o respectivo controle negativo (agua
destilada), demonstrando que ndo houve aumento estatisticamente significativo (p>0,05) nas
frequéncias de mutacdo e recombinacdo no genétipo mwh/flr®. De todos os nanotubos de
carbono avaliados, apenas as duas maiores concentra¢des do nanotubo MW (0,4 e 1 mg/mL)
foram capazes de induzir alteragdes genéticas, principalmente via recombinacdo mitética. A
concentracdo de 10 mg/mL de AgNP também promoveu alteracdes no DNA e 61% das
anormalidades fenotipicas foram causadas por recombinacdo. A nanocéria foi capaz de
produzir efeitos genotoxicos em todas as concentracfes testadas (0,64-10 mg/mL). Destes
efeitos, 0s eventos mutacionais foram predominantes, variando de 46 a 72% do efeito
genotoxico total induzido pela nanocéria, sem demonstrar efeito dose resposta. Em concluséo,
nossos resultados demonstraram que nanoparticulas constituidas de carbono, prata e dioxido
de cério tém potenciais genotdxicos distintos em D. melanogaster, portanto, outros estudos

devem ser realizados antes de qualquer aplicagéo clinica e/ou industrial das nanoparticulas.
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ABSTRACT

The rapid advancement of nanotechnology has created a vast array of nanoparticles promising
for industrial, energy and environmental sectors. Furthermore, many biological applications
have been proposed for the nanoparticles, such as transport of genes and drugs for disease
treatments, including cancer and infections. So, it is important to clarify if nanoparticles may
represent a hazard to the environment and human health. In this study, we investigated the
toxic potential and ability to induce DNA damage of different nanoparticles: four species of
carbon nanotubes (NTC, NT, CS e MW), silver (AgNP) and nanoceria (CeO,-NP)
nanoparticles. It was employed the somatic mutation and recombination test (SMART) in
Drosophila melanogaster that detects the loss of heterozygosity of two genetic markers
involved in the metabolic pathways of wing hairs formation - multiple wing hairs (mwh) and
flare® (fIr®). In larvae, the proliferating of wings imaginal disc cells can produce hairs with
mutant phenotypes expressed on the adult wings. Using the standard cross, third-stage larvae
were treated with different concentrations of the nanoparticles until pupal stage. The wings of
adult flies were examined microscopically for the identification of phenotypic abnormalities.
In all concentrations the survival rates were higher than 90%, indicating the absence of
chronic toxicity for nanoparticles evaluated. Using the conditional binomial test, the results of
different treatments were compared with the respective negative control (distilled water),
demonstrating no significantly increase in the NTC, NT and CS mutation and recombination
frequencies (p>0.05) in mwh/flr® genotype. In all carbon nanotubes tested, only the two higher
concentrations of nanotubes MW (0.4 and 1 mg/mL) were able to induce genetic changes,
mainly by mitotic recombination. The concentration of 10 mg/mL AgNP also promoted
changes in the DNA and 61% of the phenotypic abnormalities were caused by recombination.
The nanoceria was able to produce genotoxic effects at all concentrations tested (0.64-10
mg/mL). Overall, the mutational events were predominant, ranging from 46 to 72% of the
total genotoxic effect induced by nanoceria, showing no dose-response relationship. In
conclusion, our results demonstrated that carbon, silver and cerium dioxide nanoparticles have
different genotoxic potential in D. melanogaster, so, another studies should be performed

before any clinical and/or industrial application of nanoparticles.



1. INTRODUCAO
1.1. Nanociéncia e Nanotecnologia

A tecnologia atual, que avanca para a escala hanométrica, esta inovando o mercado do
século XXI e promete exceder os impactos da Revolucdo Industrial (NEL et al., 2006). A
multiplicidade de aplicagbes da chamada Nanotecnologia nos mais variados setores
industriais atrai investimentos que ultrapassam milhdes de délares por ano em todo mundo,

bem como o interesse de inimeros grupos de pesquisa (NANOSAFE, 2010).

O prefixo nano tem origem grega e significa “ando”. Na acep¢do moderna da palavra,
nano é um termo técnico usado como unidade de medida equivalente a um bilionésimo do
metro (1 nandmetro = 10° m). Assim sendo, o termo nanotecnologia frequentemente é
empregado para descrever a habilidade de manipular a matéria, &omo por atomo, em uma
escala compreendida entre 0,1 e 100 nm, com objetivo de criar novos materiais e dispositivos
com propriedades unicas. Ao ramo da ciéncia que estuda o comportamento desses novos
materiais, foi atribuido o nome de nanociéncia, uma ciéncia interdisciplinar — envolvendo a
biologia, a fisica, a quimica e a engenharia - voltada para o avanco da nanotecnologia
(NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2011).

Embora a concepc¢do de manipulacdo da matéria em nivel de atomos e moléculas tenha
surgido no final da década de 1950 em uma palestra ministrada pelo fisico Richard Feynman,
o termo “nanotecnologia” foi mencionado pela primeira vez apenas em 1974 pelo pesquisador
Norio Taniguchi para descrever as tecnologias de manufatura de materiais em escala
nanomeétrica. Apesar disso, avancgos significativos em nanotecnologia ndo foram notados até a
década de 1980 devido a auséncia de instrumentos que permitissem a visualizacdo e
manipulacdo de &tomos em uma superficie. Somente apos a criagdo dos microscépios de forca
atdbmica e tunelamento e a popularizacdo do termo por Eric Dexler no livro “Engines of
Creation”, a previsao inicial de Feynman deixou de ser vista como fic¢do cientifica e assumiu
seu papel na histéria (NANOTECNOLOGIA, 2005).

Por definicdo, nanoparticulas (NPs) sdo substancias que possuem pelo menos uma de
suas dimensdes menor que 100 nm. Tais particulas podem ser projetadas e sintetizadas em
uma variedade de tamanhos, formas (tubos, esferas, hastes e prismas) e composicao (materiais

baseados em metais, em Oxidos metalicos, pontos quanticos e nanomateriais baseados em



carbono) (DOAK et al., 2009). Juntas, essas caracteristicas vao determinar as propriedades
eletronicas, opticas, mecanicas e magnéticas (relacdo estrutura-propriedade). Por exemplo, a
reducdo do tamanho das particulas aumenta a area superficial e, portanto, aumenta o nimero
de grupos reativos sobre a superficie da particula (NEL et al., 2006). Além disso, 0 pequeno
tamanho e a grande érea superficial podem induzir mudancas na permeabilidade ou
condutividade de membranas bioldgicas (DI SOTTO et al., 2009).

Em 2005, foi publicado o primeiro ranking mundial das mais promissoras aplicacdes
das nanotecnologias (BBC NEWS, 2005). De acordo com o estudo, uma das areas que
poderdo sofrer um grande impacto da nanotecnologia é a medicina. A nova tecnologia podera
revolucionar os sistemas de diagnostico e triagem de doengas, os sistemas de “entrega de
drogas” (drug delivery), bem como o monitoramento da sadde. Além disso, as
nanotecnologias também poderdo ser usadas para beneficiar varios outros setores, como a
informatica, as telecomunicacdes, o0 transporte, o setor energético, a agricultura, a construgédo

civil, a industria alimenticia e o setor dos recursos naturais (NANOWERK, 2011).

Atualmente, os investimentos mundiais em nanotecnologia somam cerca de US$ 2
bilhdes por ano. Estima-se que em 2015, o mercado para 0 segmento movimentara um trilhdo
de ddlares. No Brasil, mais especificamente, 0 apoio a projetos na area de nanociéncia e
nanotecnologia, iniciou-se em 2001, com a criacdo das Redes Nacionais de Nanotecnologia.
A partir de entdo, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia tem aumentado ano apds ano 0s
investimentos em pesquisa no setor, e ja no periodo de 2004 a 2008 cerca de R$ 28 milhdes

haviam sido investidos pelo Programa de Nanotecnologia (BRASIL, [20097]).

Até a presente data, 0 nUmero de produtos comerciais que contém NPs ja ultrapassa
1300 (PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2011a), incluindo filtros
solares e cosméticos, materiais esportivos, pneus, revestimentos autolimpantes e
antibacterianos, ferramentas mais duras e resistentes, roupas resistentes a manchas e
eletrénicos (KAHRU e DUBOURGUIER, 2010; NANOWERK, 2011). A crescente producéo
e aplicacdo de nanomateriais engenheirados, embora excitantes do ponto de vista econémico,
tém provocado ampla discussdo em relacdo aos efeitos adversos e imprevistos destes

materiais sobre 0 meio ambiente e a saide humana.



1.2. Nanotoxicologia e Nanogenotoxicologia

Alguns estudos sugerem que as mesmas propriedades que tornam os nanomateriais téo
atrativos do ponto de vista fisicoquimico, podem também ser responsaveis por efeitos nocivos
aos organismos (LANDSIEDEL et al., 2009; PASCHOALINO et al., 2010). Por exemplo, a
capacidade de aglomeracdo/dispersdo pode facilitar a translocacdo das NPs pelos
compartimentos ambientais e ocasionar, de forma cumulativa, danos a cadeia alimentar.
Devido a sua pequena dimensdo, as NPs podem ter uma permeabilidade maior através da
pele, mucosas e membranas celulares, além de ter seu efeito tdxico aumentado, ja que o
grande nimero de dtomos na area superficial da particula promove uma reatividade superior
(NEL et al., 2006). Diante desse cenério e frente a necessidade de esclarecimentos sobre os
possiveis efeitos adversos e imprevistos das NPs, nasce um novo campo de pesquisa voltado
para a elucidacdo dos possiveis efeitos toxicos de nanodispositivos e nanoestruturas em

organismos Vvivos, a chamada Nanotoxicologia (PASCHOALINO et al., 2010).

Embora a inalacédo seja a via mais provavel para exposi¢do dos trabalhadores as
NPs durante os processos de manipulagédo e sintese, as nanoparticulas também podem ser
incorporadas no organismo através da pele ou ainda por ingestdo (NEL et al., 2006;
KISIN et al., 2007; DOAK et al., 2009). A exposi¢cdo dérmica pode ocorrer, por exemplo,
durante o uso de cremes epidermais que contém NPs, como filtros solares. Na pele
saudavel, a epiderme oferece uma excelente protecdo contra a entrada dessas
nanoparticulas na derme, no entanto, a pele danificada permite que particulas diminutas
acessem a derme, bem como os linfonodos da regido (NEL et al., 2006). J& a ingestdo de
NPs pode ocorrer principalmente pelo consumo de agua e alimentos contaminados
(PASCHOALINO et al., 2010). E importante ressaltar que a projecdo de NPs para fins
terapéuticos (como carreadoras de farmacos, por exemplo) pode resultar em uma nova
via de exposicdo, a injecdo intravenosa, na qual as NPs sdo designadas para atingir
orgdos ou tecidos especificos, escapar dos processos fagocitarios e atravessar a barreira
hematoencefalica (DONALDSON et al., 2004).

Quando as NPs alcancam as células, podem ser internalizadas por dois principais
processos: difusdo pela membrana plasmatica (diretamente ou através de canais de
membrana) (PANTAROTTO et al., 2004) ou por endocitose, um mecanismo dependente
de energia que envolve diferentes rotas (KAM et al., 2004; KAM e DAI, 2005, KAM et
al., 2005; KAM et al., 2006, SINGH et al., 2009). Se as NPs tiverem tamanho e forma



adequados, podem entdo se encaixar nos receptores de membrana facilitando a endocitose
mediada por receptor (KAM et al., 2005; SINGH et al., 2009). Entretanto, 0S mecanismos
mais provaveis consistem na entrada destas particulas através de estruturas especializadas da
membrana plasmatica denominadas cavéolas (endocitose dependente de cavéolas) e/ou
clatrinas (endocitose dependente de clatrinas) que formam invaginac@es vesiculares de até 80
ou 120 nm, respectivamente, permitindo a internalizacdo de moléculas presentes no ambiente
extracelular (KAM et al., 2006; SINGH et al., 2009). Embora existam relatos do recrutamento
das NPs internalizadas para os lisossomos para posterior excrecdo das células, sabe-se as NPs
podem aumentar a permeabilidade da membrana lisossomal escapando para o citoplasma.
Livres no citoplasma, as NPs também podem penetrar em outras organelas, como nas
mitocdndrias e no nicleo (ASHARANI et al., 2009; MU et al., 2009).

Uma vez dentro da célula, as NPs podem gerar espécies reativas de oxigénio (EROs),
provocando o chamado estresse oxidativo, um desequilibrio entre a geracdo de EROs nocivas
e a capacidade das células para neutralizar esses oxidantes que suscita em uma grave
disfuncdo celular (XIA et al., 2006; KARLSSON et al., 2008). Essa tendéncia de gerar
compostos oxidantes pode estar relacionada a trés principais fatores: (i) as propriedades
fisicoquimicas da particula, como a presenca de residuos metalicos que tém o potencial de
converter os produtos metabolicos do oxigénio celular, como H,0,, em radicais hidroxil
altamente reativos, via reacgdes tipo Fenton, (ii) a capacidade das NPs de estimular as células
alvo a produzirem compostos oxidantes, seja pelo comprometimento do transporte de elétrons
mitocondrial, seja pela indugdo de transtornos enzimaticos, e (iii) a habilidade de NPs para
desencadear uma cascata de sinalizacdo que culmina em respostas inflamatorias, uma reacéao
defensiva, mas que também leva a formacéo secundaria de compostos oxidantes pelas células
inflamatérias resultando, portanto, em um ciclo vicioso de eventos danosos ao organismo
(NEL et al., 2006; SINGH, et al., 2009; KARLSSON, 2010).

Além de causar danos as membranas e organelas, as EROs podem também induzir
lesbes no material genético, como quebra de uma unica fita ou da dupla fita de DNA,
formacdo de adutos e ligacBes cruzadas. Estes danos, por sua vez, podem acionar varias
respostas celulares, incluindo o bloqueio do ciclo celular, apoptose ou ainda ativar diferentes
mecanismos de reparo, essenciais para manter a integridade genética e a sobrevivéncia
celular. Se ndo reparados, tais danos gerados pela interacdo indireta das NPs com DNA tém o

potencial de iniciar e promover a carcinogénese (SINGH et al., 2009).



Atividades genotoxicas também podem ser produzidas pela interacdo direta das NPs
com DNA (KISIN et al., 2007). Se forem suficientemente pequenas, as NPs podem ser
transportadas através do complexo poro nuclear (<8 nm em didmetro) ou podem se difundir
através da membrana nuclear, se acumulando no nécleo das células. E possivel também que
as NPs interajam com DNA durante a mitose no momento em que a membrana nuclear se
desfaz. Durante o processo de divisdo celular, interferéncias mecénicas das NPs com 0s
microtbulos poderiam, por exemplo, dar origem a células aneupldides, caracterizadas pelo
ganho ou perda de um ou mais cromossomos (SINGH et al., 2009; KARLSSON, 2010).
Alguns estudos demonstraram a presenca de nanoparticulas no nucleo celular, como
nanotubos de carbono (20-30 nm) (MU et al., 2009), nanoparticulas de prata (6-20 nm)
(ASHARANI et al., 2009) e nanoparticulas de 6xido de cério (3-5 nm) (SINGH et al., 2010),

embora se desconhega o exato mecanismo de penetrag&o.

Diante da crescente evidéncia de interacdo nanoparticulas-DNA, surge a
Nanogenotoxicologia, voltada para o estudo dos efeitos toxicos das NPs sobre a estabilidade e
integridade gendmica. Entretanto, segundo um levantamento recente feito por Landsiedel e
colaboradores (2009), somente cerca de 40 estudos sobre a genotoxicidade de nanomateriais
haviam sido publicados na literatura cientifica e estavam disponiveis abertamente até a data,
revelando uma escassez de informacdes relativa ao potencial genotoxico, mutagénico e/ou
carcinogénico de diferentes nanoparticulas engenheiradas. Esses dados reforcam a
necessidade de estudos que englobem esses parametros genéticos garantindo, assim, a

biosseguranca das NPs.

1.3. Nanotubos de Carbono

Nanotubos de carbono (NTC) sdo um dos mais promissores materiais da
nanotecnologia. Suas extraordinarias propriedades fisicoquimicas - como pequena dimensao,
peso ultraleve, flexibilidade, estabilidade mecanica e térmica, alta resisténcia a tensdo, inércia
quimica, condutividade elétrica e alta capacidade de associa¢cdo com compostos bioldgicos
(HUSSAIN et al., 2009) - permitiram supor uma série de aplicacdes, que variam desde o
armazenamento de energia até metodologias para o tratamento de céncer, bioengenharia e
terapia génica (FIRME Ill e BANDARU, 2010).



Descritas pela primeira vez por lijima em 1991, as nanoparticulas de carbono séo
formadas pelo enrolamento de folhas de grafeno formando pequenos cilindros ocos com
didmetros na faixa de 0,4 a 2,5 nm e comprimento de 10 a 100 um. Devido a sua morfologia

tubular com dimensdes nanométricas foram chamadas “nanotubos de carbono”.

Com base nas suas estruturas, 0s NTC podem ser divididos em diferentes categorias
(Figura 1): (i) nanotubos de parede unica ou simples (SWCNT, do inglés single-wall carbon
nanotubes) que sdo constituidos apenas por uma camada cilindrica de grafeno formada
exclusivamente por atomos de carbono arranjados em estrutura de anéis hexagonais fundidos,
(ii) nanotubos de paredes maltiplas (MWCNT, do inglés multi-walls carbon nanotubes),
constituidos de varios cilindros concéntricos de grafeno - em um arranjo que lembra as
tradicionais matrioshkas, bonecas russas ocas que trazem dentro outras bonecas ocas idénticas
-, onde um cilindro de menor didmetro € envolvido por outro cilindro de maior diametro e
permanecem espacados 0,34-0,36 nm um do outro e unidos por interacdo de van der Waals
(HERBST, 2004), e (iii) nanotubos do tipo “cup-stacked” (CSCNT), ainda pouco estudados,
formados por multiplas camadas de grafeno arranjados em forma de cone, as quais exibem

pontas abertas em sua superficie externa e um canal central vazio (CHOI et al., 2005).

PR S T (A) (B) ()
Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de (A) SWCNT, (B) MWCNT (FERREIRA e RANGEL,
2009) e de (C) CSCNT (adaptado de CHOI et al., 2005).

Embora as expectativas quanto a utilizacdo dos NTC sejam altas em muitos campos da
ciéncia, varios desafios devem ser vencidos para que haja aplicacdo em escala industrial,
sendo a sintese e a purificacdo de NTC um dos maiores obstaculos para os cientistas. Varias
técnicas ja foram descritas para obtencdo de NTC, porém as mais utilizadas sdo: descarga por
arco elétrico, ablacdo por laser e deposicdo gquimica de vapor (CVD). Todas estas técnicas
consistem basicamente na decomposicdo de compostos de carbono em carbono atémico,
seguido pelo crescimento de nanoestruturas de carbono sobre particulas catalisadoras, tais
como Co, Mo, Ni e Fe. Os métodos de descarga por arco e ablacdo por laser utilizam

descargas elétricas e irradiacdo de laser, respectivamente, para causar a vaporizacdo do



precursor solido - geralmente grafite de alta pureza (GUO et al., 1995; JOURNET e
BERNIER, 1998). O método CVD, por sua vez, baseia-se na decomposicdo de gases
precursores contendo atomos de carbono, geralmente um hidrocarboneto, na presenca de um
catalisador metélico. CVD produz nanotubos de tamanhos mais homogéneos e relativamente
mais puros que os produzidos pelas demais técnicas, minimizando as subsequentes etapas de
purificacdo necessarias para eliminar impurezas geradas durante o processo de sintese - tais
como nanoparticulas de grafite, carbono amorfo, fuligem, fulerenos e residuos de
catalisadores metalicos - que podem alterar o comportamento fisicoquimico e biolégico dos
nanomateriais (ANDREWS et al., 1999).

1.3.1. Aplicagdes dos Nanotubos de Carbono

Desde a sua descoberta, diversas aplicacBes potenciais para os NTC tém sido
propostas, incluindo dispositivos para armazenamento e conversdo de energia, sensores,
aditivos para materiais poliméricos, entre outros (HERBST, 2004). Embora varias aplicacGes

ainda estejam em fase de teste, algumas ja se encontram em fase comercial.

A primeira grande aplicacdo comercial de MWCNT foi a adicdo de pequenas
porcentagens dos nanotubos a compdsitos poliméricos melhorando o desempenho de
materiais (BAUGHMAN et al., 2002), que variam desde artigos esportivos, como raquete de
ténis a pneus de veiculos. Ha relatos de que a dispersdo uniforme dos NTC ao longo da matriz
polimérica e a otimizacdo da solubilidade e adesdo nanotubo/matriz, aumentam a resisténcia a

tracdo, bem como a tensao elastica em até 25 e 40%, respectivamente (HERBST, 2004).

A equipe de Livermore, do Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), nos
Estados Unidos, construiu “super molas” de NTC capazes de armazenar elevadas
densidades de energia. Semelhante aos capacitores, as super molas podem liberar energia
rapidamente, o que as tornam adequadas para alimentar sistemas de alarme e de
iluminacdo, e suprir energia em situacdes de emergéncia. Por outro lado, foi demonstrado
que, se devidamente controladas, a liberacdo da energia pode ser tdo lenta quanto nas
baterias tradicionais, nesse caso poderiam ser empregadas para a geracdo de eletricidade
e alimentacdo de circuitos elétricos ou eletrbnicos, com a vantagem de ndo haver

necessidade de recargas em intervalos de tempo (HILL et al., 2009).



Tendo em vista as propriedades eletronicas e a grande area superficial dos nanotubos,
pesquisadores desenvolveram uma nanoantena construida com fibras de NTC. Ao contrério
das antenas convencionais feitas de cobre maci¢o, nas nanoantenas os elétrons podem
transitar com maior eficiéncia pela superficie dos diversos nanotubos individuais que
compdem a fibra, ndo necessitando vencer a resisténcia para caminhar no interior de materiais
macigos. Segundo 0s autores, essas nanoantenas tém inimeras possibilidades de uso, como na
transmissdo de dados em equipamentos superminiaturizados, em telefones celulares, em
implantes médicos e em roupas inteligentes, que poderdo ter equipamentos eletrénicos

incorporados no interior das fibras do tecido (MAST et al., 2009).

A mistura de NTC a matéria prima do cimento — o clinquer - promete revolucionar a
construcdo civil, como mostra uma pesquisa desenvolvida na Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). O acréscimo de pouca quantidade de nanotubos (0,3%) pode aumentar em
até 25% a resisténcia a tracdo do novo cimento, ou seja, a capacidade de o produto ser
esticado sem se quebrar. Em relacdo a resisténcia a compressdo, o ganho pode ser de até 80%.
Além disso, o “superconcreto” apresenta uma porosidade muito menor, 0 que aumenta a

resisténcia do material ao desgaste causado pela acdo ambiental (LADEIRA, 2009).

O desenvolvimento de sistemas para remocdo de gases provenientes da queima de
combustiveis fosseis € um tema bastante discutido, principalmente devido a questdo
ambiental. Long e Yang (2001) demonstraram que NTC possuem propriedades superiores na
adsorcdo de NO especialmente em condicOes de baixas pressdes parciais, onde materiais
convencionais apresentam desempenho pouco satisfatorio. Assim, grandes quantidades de
NOx poderiam ser liberados da superficie dos NTC para posterior conversdo em N, Além
disso, os NTC sdo materiais promissores para remocdo de poluentes aquaticos, como
exemplificado por Umbuzeiro et al. (2011), que usaram NTC tratados com &cido nitrico para
remocdo de 1-nitropireno, um poluente com efeitos mutagénicos e carcinogénicos relatados,

gerados da queima de combustiveis fosseis ou de materiais organicos.

Algumas evidéncias apontam o uso de nanotubos na agricultura como uma possivel
alternativa para as técnicas da engenharia genética classica para geracdo de plantas mais
produtivas e tolerantes ao estresse. Khodakovskaya e colaboradores (2009) demonstraram que
sementes e mudas de tomateiro cultivadas em meio suplementado com NTC, em
concentragdes relativamente baixas (10-40 pg/mL), permitem maior captacdo de &gua e

apresentam taxas de germinacgdo e crescimento mais elevadas do que grupos ndo tratados.



Segundo os autores, tal fendmeno esté relacionado com mudangas significativas na expresséo
génica total, principalmente em genes relacionados ao estresse, como 0 gene que codifica
proteinas formadoras dos canais de dgua (LeAgp2) (KHODAKOVSKAYA et al., 2011).

Vérias outras possibilidades de aplicagbes dos nanotubos surgem quando se torna
possivel funcionaliza-los, ou seja, inserir uma molécula ou elemento quimico compativel na
superficie desses materiais para que eles possam executar alguma funcdo bem definida, como
(i) aumentar a solubilidade em solventes organicos e a dispersdo nos fluidos bioldgicos, (ii)
facilitar a interacdo com outros grupos quimicos, como farmacos, e (iii) promover o
direcionamento do nanotubo e/ou do nanotubo complexado a outro grupo quimico as células
alvo (MENEZES, 2008). Assim, os NTC funcionalizados sdo considerados mais adequados
para as aplicacOes bioldgicas e médicas (DI SOTTO et al., 2009).

Foi publicada recentemente uma nova técnica de imageamento que usa NTC
fluorescentes funcionalizados com fosfolipidios polietilenoglicolados (DSPE-mPEG)
para visualizar até varios centimetros dentro do corpo de um animal vivo, 0 que,
consequentemente, promove um impacto direto na industria farmacéutica, especialmente
no desenvolvimento de novos medicamentos. De acordo com o estudo, é possivel
despachar os medicamentos agregados aos nanotubos fluorescentes e gerar imagens
simultaneamente, em tempo real, para avaliar a precisdo da droga em atingir seu alvo.
Para isso, 0 complexo nanotubo/medicamento seria injetado na corrente sanguinea e, sob
a acdo da luz de um laser de baixa poténcia, emitiriam fluorescéncia capturada por um
sensor especial. Como os nanotubos fluorescem em um comprimento de onda diferente
dos tecidos biolégicos € possivel gerar imagens de alta precisdo, o que torna também essa
técnica bastante Gtil para o diagnostico precoce de tumores e outras doencgas que afetam o
tamanho e a forma dos 6rgdos (WELSHER et al., 2011).

Foi evidenciada em varios estudos a capacidade dos nanotubos de atuarem como
transportadores biocompativeis de varias moléculas para o interior das células, incluindo
pequenos peptideos, diferentes tipos de proteinas e acidos nucléicos (PANTAROTTO et
al., 2004; KAM et al., 2004; KAM e DAI, 2005; KAM et al., 2006). Por exemplo, Kam e
colaboradores (2004) relataram a captacdo, via endocitose, de estreptavidina (uma
proteina utilizada em terapias anticancer) complexada a nanotubos funcionalizados com
biotina em linhagens celulares humanas de leucemia promielocitica (HL60).

Isoladamente, os SWCNT ou SWCNT-biotina ndo causaram toxicidade as células,
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enquanto que o complexo SWCNT-biotina-estreptavidina causou extensa morte celular
48 horas apo0s a primeira hora de incubagdo com as células HL60, demonstrando,
portanto, que os NTC ndo apenas internalizam a proteina, como também o conjugado

internalizado provoca uma resposta funcional.

Kam e colaboradores (2005) demontraram que nanotubos funcionalizados para o
reconhecimento de células tumorais podem ser seletivamente internalizados por
endocitose mediada por receptores. Apds submeté-los a radiacdo infravermelho préxima
(NIR), que promove o aquecimento pela luz incidente, os nanotubos ativaram ou
desencadearam morte celular das células tumorais, evidenciada pelas drasticas alteracdes
morfoldgicas, sem prejudicar as células saudaveis que exibiram proliferacdo normal durante o
longo periodo de monitoramento. Assim, a capacidade de transporte biocompativel,
combinada com a funcionalizacdo quimica adequada e as propriedades intrinsecas dos
nanotubos, abre novas perspectivas ndo sO para os sistemas de entrega de drogas (drug

delivery) e genes (terapia génica), mas também em metodologias para o tratamento de cancer.

Outros grandes interesses sdo 0 emprego de NTC na producdo ou aprimoramento de
biomateriais, como proteses, placas ou parafusos para fixacdo da fratura, conferindo a eles
elevada resisténcia mecéanica (OSORIO, 2008), e também como biosensores in vivo, uma vez

que proteinas e enzimas podem ser imobilizadas nesses nanomateriais (JIANG et al., 2004).

1.3.2. Toxicidade dos Nanotubos de Carbono

Considerando alguns aspectos semelhantes aos das fibras de amianto, tais como
caracteristicas estruturais, baixa densidade especifica e baixa solubilidade, além da
biopersisténcia, a toxicidade dos NTC tem sido um dos principais topicos de discussao no que

diz respeito a biosseguranca dessas nanoparticulas (PATLOLLA et al., 2010).

Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que a absorc¢do, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade dos NTC estéo estreitamente relacionados as caracteristicas quimicas e
fisicas inerentes aos NTC tais como estrutura, comprimento, didametro, funcionalizacdo, grau
de pureza e estado de aglomeracdo. Deve-se considerar ainda que os efeitos bioldgicos
gerados pelos nanotubos podem ser influenciados pelas condi¢Ges experimentais, como a via

e a duragdo da exposicdo, a concentracdo e até mesmo o dispersante utilizado para solubilizar
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0s nanotubos (HELLAND et al., 2007). Por exemplo, o impacto de diferentes vias de
exposicao sobre o efeito toxico dos nanotubos de carbono pdde ser evidenciado por Shvedova
e colaboradores (2008). Em camundongos C57BL/6, a inalagdo de aerossdis secos de
SWCNT néo purificados (17,7% de ferro) foi mais eficiente em gerar resposta inflamatéria,
estresse oxidativo, deposicdo de colageno, fibrose, bem como mutacdo do gene K-ras - um
oncogene frequentemente envolvido na tumorigénese pulmonar — do que a aspiragéo faringeal
que, embora seja equivalente em massa de SWCNT, forma aglomerados de tamanhos

micrométricos diminuindo o nimero de grupos reativos na superficie das nanoparticulas.

Embora a diversidade de espécies de NTC e de protocolos experimentais utilizados,
associados a deficiéncia na descricdo das metodologias exatas e na caracterizacdo dos NTC,
dificultem a comparagdo dos resultados apresentados na literatura, varios estudos
corroboraram com a habilidade dos nanotubos para causar estresse oxidativo como um dos

principais mecanismos que governam seus efeitos (geno)toxicos.

Manna e colaboradores (2005) elucidaram o mecanismo de toxicidade induzida por
SWCNT em celulas queratindcitas humanas (HaCaT). A exposicdo a diferentes concentracoes
de SWCNT (0,1-10 pg/mL) levou a um significante aumento, dose dependente, na producéo
de EROs que, por sua vez, levou a uma reducdo da proliferacdo celular, mesmo em baixas
concentracdes de SWCNT. Alem disso, observaram que o acimulo de EROs pode ativar o
fator nuclear kappa B (NF-kB), um importante fator de transcri¢do que participa das respostas

inflamatodrias e da morte celular.

O estudo realizado por Sarkar e colaboradores (2007) apresentou um perfil de genes
ativados pelo estresse oxidativo induzido por SWCNT em linhagem celular humana (BJ
Foreskin cells). Dos 96 genes avaliados, 28 tiveram a expressao significativamente aumentada
e representavam, de uma forma geral, a familia de genes envolvidos na apoptose, no
metabolismo de xenobidticos, no reparo do DNA, genes responsivos ao estresse e genes que
codificam quimiocinas. Dentre 0s genes que responderam com maior intensidade ao
tratamento com SWCNT, destacou-se o gene HMOX2, implicado na protecdo contra o

estresse oxidativo, isquemia e traumatismo cranioencefalico.

Estudos demonstraram que a capacidade dos NTC de induzir estresse oxidativo esta
relacionada principalmente com a presenca de impurezas, tais como catalisadores metalicos

incluidos na preparacdo comercial como resultado do processo de sintese. Shvedova e
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colaboradores (2003) relataram alteragfes morfoldgicas, disfuncdo mitocondrial, formagao de
radicais livres, acumulacdo de produtos da peroxidacdo lipidica, reducdo dos niveis de
antioxidantes (glutationa e vitamina E), estresse oxidativo e perda da viabilidade celular em
queratindcitos imortalizados (HaCaT) expostos a SWCNT ndo purificados (30% de ferro),
enquanto que o tratamento dos SWCNT com quelante de ferro para remover os contaminantes
reduziu significativamente tanto a geracdo de oxidantes quanto a citotoxicidade. Kagan e
colaboradores (2006) demonstraram que SWCNT néo purificados (26% de ferro) sdo mais
efetivos em promover o estresse oxidativo em macrofagos RAW264.7 do que SWCNT
purificados (0,23% de ferro). Resultados semelhantes foram obtidos por Murray e
colaboradores (2009). Camundongos expostos, via topica, a SWCNT néo purificados (30% de
ferro) em doses de até 160 ug/g apresentaram estresse oxidativo, reducdo de glutationa, danos
oxidativos a proteinas, atividade mieloperoxidase aumentada (enzima derivada de células
mieldides que catalisa a formacdo de EROs), bem como aumento do namero de células
dérmicas e espessamento da pele resultante do acimulo de leucocitos polimorfonucleares e

mastocitos, indicativos de inflamacéo.

Crouzier e colaboradores (2010) observaram que nanotubos de dupla parede
purificados induzem resposta inflamatéria em pulmdes de camundongos tratados com 1,5
mg/kg via instilacdo intranasal. No entanto, ndo foi observada uma producdo aumentada de
EROs. Os pesquisadores sugerem que a alta afinidade eletrénica dos nanotubos permite que
os radicais livres formados pelos macrofagos, por exemplo, se liguem a superficie dessas

particulas resultando na diminuicdo do estresse oxidativo local.

Curiosamente, alguns estudos concluiram que, mesmo purificados, 0s nanotubos
podem gerar efeitos biolégicos nocivos. Tamura e colaboradores (2004) relataram que
nanotubos purificados foram capazes de induzir um aumento significativo de anions
superdxidos e producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a) em neutréfilos isolados de
sangue humano, além de reduzir a viabilidade celular. Segundo Monteiro-Riviere e
colaboradores (2005), MWCNT purificados também promoveram a producdo de citocinas
pro-inflamatorias e a reducdo da viabilidade em queratindcitos epidérmicos humanos (HEK)
apos 48 horas de incubacdo. Tian e colaboradores (2006) constataram que SWCNT altamente
purificados induziram apoptose/necrose em fibroblastos humanos, além de serem mais toxicos
do que sua versdo ndo purificada. Portanto, a influéncia do grau de pureza dos nanotubos

sobre a toxicidade potencial ainda permanece um dilema.



13

Estudos tém sido realizados no intuito de esclarecer os efeitos dos nanotubos de
carbono sobre a estabilidade e integridade genética. O primeiro estudo que abordou a
genotoxicidade de nanotubos de carbono foi realizado por Zhu e colaboradores (2007). Foi
demonstrado que MWCNT podem se acumular em células tronco embrionérias de ratos e
causar danos ao DNA por meio da producdo de EROs. Analises por western blot indicaram
aumento da expressdo da 8-oxoguanina-DNA-glicosilase (OGG1), uma enzima que repara
bases guaninas que sofreram lesGes produzidas por EROs, além de duas outras proteinas
chave envolvidas no reparo de quebras bifilamentares de DNA, a Rad51 e XRCC4, apds o
tratamento com MWCNT. Adicionalmente, observou-se que, dentro de 2 horas de exposi¢édo
aos nanotubos, os niveis de expressdo da proteina p53 foram proporcionalmente aumentados

com a quantidade de MWCNT utilizada no tratamento.

Kisin e colaboradores (2007) relataram que SWCNT de pureza elevada (0,23% de
contaminacdo com ferro) na dose de 96 pg/cm?® induziram significativas quebras de DNA
(detectadas por ensaio Cometa) em fibroblastos de pulmao (V79) ap6s 3 horas de incubagéo.
No entanto, resposta negativa foi obtida no teste de Micronucleo, sugerindo que o material
avaliado pode causar danos, mas que eles sdo reparados durante o ciclo de diviséo celular. O
teste de Ames realizado no estudo também apontou auséncia de efeitos mutagénicos em duas
diferentes linhagens de Salmonella typhimurium. Os autores sugerem que a internalizacdo dos
SWCNT pode ser dificultada pela parede bacteriana. Outros estudos indicaram efeito
semelhante para o teste de Ames (DI SOTTO et al., 2009; KIM et al., 2010).

MWCNT contendo tracos de cobalto e ferro induziram significante aumento dose
dependente de pneumdcitos tipo Il micronucleados. Foi observado também um aumento da
frequéncia de micronucleos em células epiteliais pulmonares de ratos expostas por 24 horas a
10-50 pg/mL e em células epiteliais humanas (MCF-7) apds 48 horas de exposi¢do a 10
pg/mL (MULLER et al., 2008).

Lindberg e colaboradores (2009) mostraram que uma mistura de nanotubos contendo
mais de 50% de SWCNT com residuos de cobalto e molibdénio (<5%) induziram aumento na
frequéncia de microndcleos ap6s 48 horas de tratamento com 10, 60 e 100 pug/cm? em células
epiteliais pulmonares (BEAS-2B). Resultados similares (efeitos positivos no teste de
Micronucleo) foram relatados por Asakura e colaboradores (2010) e por Cveticanin e
colaboradores (2010) em células pulmonares de hamster chinés e em linfocitos humanos,

respectivamente.
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A capacidade dos nanotubos de promover genotoxicidade/mutagenicidade também foi
avaliada por Jacobsen e colaboradores (2008) em células epiteliais de pulmédo de
camundongos por meio do ensaio Cometa modificado que faz uso de enzimas de reparo
especificas que reconhecem e cortam bases oxidadas de DNA. SWCNT (2% de ferro e tracos
de cobalto, niquel e manganés), em concentracGes de até 200 pg/mL, ndo causaram quebras
das fitas de DNA, mas induziram oxidacdo de purinas, detectada pela geracdo de sitios
sensiveis a enzima formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG). Interessantemente, foi
relatada uma diminuicdo na producdo de EROs nas maiores concentracdes. De acordo com o0s
autores, a formacdo de aglomerados pode aumentar a tendéncia das EROs produzidas na

superficie reagir com outra parte da particula e ndo com a sonda que as detectam.

Os resultados apresentados por Folkmann e colaboradores (2009) apontam que figado
e pulmdo de ratos expostos, via oral, a pequenas doses de SWCNT (0,064 e 0,64 mg/kg)
apresentam niveis aumentados de 8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG), um
importante biomarcador de danos oxidativos ao DNA encontrado em processos de
carcinogénese. Danos oxidativos ao material genético também foram relatados pelo ensaio
Cometa modificado em macrofagos RAW 264.7, utilizando as enzimas endonuclease-I11I
(Endo-Il1) e FPG. Danos oxidativos a pirimidinas foram detectados somente na maior
concentracdo testada (100 pg/mL), enquanto que danos oxidativos a purinas foram

observados em todas as concentracGes (MIGLIORE et al., 2010).

No estudo realizado por Karlsson e colaboradores (2008), MWCNT causaram um
aumento significativo de quebras no DNA de células epiteliais pulmonares (A549), inclusive
na menor dose testada (1ug/cm?). Entretanto, ndo foram detectadas lesdes oxidativas no
DNA, com o uso do ensaio Cometa FPG. Yang e colaboradores (2009) ao compararem duas
espécies de NPs (SWCNT com alto grau de pureza e nanoparticulas de ZnQO), observaram que
a particula que provocou mais estresse oxidativo (ZnO) ndo equivale a particula que exibiu
maior genotoxicidade (SWCNT). Estes resultados sugerem, portanto, que os efeitos
genotoxicos desencadeados por SWCNT podem estar mais relacionados com interacfes

mecanicas particula-DNA do que com o efeito oxidativo propriamente dito.
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1.4. Nanoparticulas de Prata

Segundo estimativas recentes (PROJECT ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES,
2011a), cerca de 24% de todos os produtos da nanotecnologia catalogados até a data contém
nanoparticulas de prata (AgNP) em sua composi¢cdo. Devido a suas notaveis propriedades
antibacteriana e antifungica, as AQNP vem sendo incorporadas principalmente em produtos de
consumo - como solugdes de limpeza, produtos de higiene, tecidos, embalagens de alimentos
- e produtos medicos, farmacéuticos e hospitalares.

Embora existam inimeros procedimentos descritos na literatura para sintese de AgNP
com diferentes tamanhos, formas (esféricas, elipticas, cubicas, cilindricas) e propriedades
superficiais, 0s métodos citrato e boroidreto tém sido usados com frequéncia. Tais métodos
consistem na reducdo de fons de prata (Ag*) para prata metalica (Ag®) em solugdo aquosa,
utilizando um sal de prata como fonte de Ag”™ (geralmente nitrato de prata - AgNOs) e citrato
de sodio (NasCgHsO;) e boroidreto de soédio (NaBH;) como agentes redutores,
respectivamente. Variaveis como a temperatura, velocidade de agitacdo, velocidade de
gotejamento de AgNO3 e concentragédo dos reagentes determinam a probabilidade de colisdo e
agregacao dos atomos de prata metalica formados. Estas colisdes levam a nucleacdo ou
formacdo de clusters de particulas cujo tamanho € limitado, a priori, por estas mesmas
variaveis. Normalmente, as AQNP produzidas pelo método citrato séo relativamente maiores e
mais estaveis do que as produzidas pelo método boroidreto devido a presenca de uma camada
de citrato revestindo a superficie das nanoparticulas (ANDRADE, 2008). AgNP na forma de
po também estdo disponiveis comercialmente. Apos a obtencdo de suspensdes de AgNP, as
nanoparticulas podem, por exemplo, ser precipitadas por centrifugacdo, lavadas e secas em

camaras a vacuo (DAl et al., 2009).

Ao final dos processos de sintese, as AgNP geralmente contém residuos quimicos e
subprodutos de reacdo indesejaveis. Por isso, um dos maiores desafios para os cientistas é
garantir a eficiéncia da conversdo da prata idnica para a forma metalica, reduzindo assim a
presenca de ions Ag® no produto final. Além de afetar as propriedades fisicoquimicas das
AgNP, os fons Ag® podem ser tdxicos nos sistemas biologicos (ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2010).
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1.4.1. AplicagBes das Nanoparticulas de Prata

Nanoparticulas de prata tém sido descritas como eficientes agentes contra um amplo
espectro de bactérias gram-positivas (como bactérias do género Bacillus, Staphylococcus e
Streptococcus) e gram-negativas (como as do género Escherichia, Salmonella e Vibrio)
incluindo cepas resistentes a antibioticos. Além disso, AgNP apresentam uma rapida acao
fungicida, especialmente sobre fungos do género Aspergillus, Candida e Saccharomyces
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2010).

Com o proposito de prevenir a proliferacdo de microrganismos, as AgNP tém sido
incorporadas em varios produtos comerciais, incluindo sprays para desinfetar e desodorizar
ambientes, detergentes, sabonetes, shampoos, pastas de dente, lengos umedecidos, palmilhas
de calcados, purificadores de ar, filtros para tratamento de &gua, revestimentos de
refrigeradores, aspiradores, maquinas de lavar roupa, recipientes para armazenamento de
alimentos, tintas, produtos téxteis como meias, roupas esportivas, roupas intimas, roupas de
bebé, meias e materiais de cama, como edredons, lencois, almofadas e colchdes. Informacdes
mais detalhadas sobre produtos de consumo contendo AgNP estdo disponiveis no banco de

dados do Project on Emerging Nanotechnologies (2011b).

Os efeitos antibacteriano e antifungico das AgNP também tém sido explorados na
medicina. Tais nanoparticulas sdo usadas para revestir materiais e dispositivos médicos como
curativos, cateteres venosos e urinarios, fios de sutura, adesivos ortodonticos, mascaras
cirurgicas e tubos endotraqueais, evitando assim infec¢bes pos cirlgicas (CHEN e
SCHLUESENER, 2008). Recentemente, foi proposta a incorporacdo de AgNP ao cimento
ortopédico — um biomaterial empregado em cirurgias, principalmente na fixacdo de proteses —
com o objetivo de reduzir os riscos de infeccdes em regides onde o cimento é utilizado,

geralmente joelhos e quadris (LIMA, 2011).

Foi relatado que curativos contendo AgNP em sua composicao inibem o crescimento
de bactérias e promovem uma rapida cicatrizacdo das feridas (DIRIENZO, 2006).
Curiosamente, Elechiguerra e colaboradores (2005) mostraram que AgNP com diametro na
faixa de 1-10 nm s8o capazes de interagir com o virus HIV-1 através da ligacdo preferencial

com o receptor glicoprotéico gp120, impedindo o virus de se ligar as células hospedeiras.
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As AgNP poderiam ainda ser incorporadas em filmes de DCL (Diamond Like Carbon)
— utilizados como lubrificantes sélidos, como revestimentos protetores de superficies expostas
ao ambiente espacial e como revestimento de proteses ortopédicas e cateteres - visando a
reducdo da taxa de corrosdo do DLC pelo oxigénio atbmico em ambiente espacial, e na area
biomédica, a criacdo de revestimento biocompativel com propriedades bactericidas
(MARCIANO, 2008).

Além das aplicacBes bioldgicas, as AgNP também podem ser incorporadas nos
dispositivos de nanoeletrbnica, como nanoconectores e nanoeletrodos, devido a alta
condutividade elétrica e térmica que as nanoparticulas proporcionam. Tais NPs podem ainda
ser usadas nos processos de catalise industrial e como substrato para o espalhamento Raman
amplificado em superficie (SERS, do inglés, surface enhanced Raman scattering)
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2010).

1.4.2. Toxicidade das Nanoparticulas de Prata

Enguanto cresce o numero de produtos que contém AgNP, as informagbes sobre o
potencial toxicologico associado ao uso indiscriminado dessas nanoparticulas pelo homem

continuam limitadas.

Hussain e colaboradores (2005) avaliaram a toxicidade de AgNP de diferentes
tamanhos (15 e 100 nm) em células de figado de ratos (BRL 3A). A citotoxicidade observada
apos 24 horas de exposicdo as concentracdes de 5-50 ug/mL foi atribuida ao estresse
oxidativo, indicado pela deteccdo da reducdo de GSH, reducdo do potencial mitocondrial e
aumento dos niveis EROs. Carlson e colaboradores (2008) obtiveram resultados semelhantes
para macréfagos alveolares tratados com AgNP de 15 e 30 nm. A viabilidade celular foi
significativamente reduzida com aumento das doses (10-75 pg/mL). O nivel de EROs em
células expostas a 50 pg/mL de AgNP (15 nm) foi cerca de 10 vezes maior do que em células

ndo tratadas, sugerindo que o estresse oxidativo pode ser o responsavel pela citotoxicidade.

A deposicdo de AgNP (6-20 nm de tamanho) no interior do citoplasma, lisossomos,
mitocéndrias e no nacleo de células de fibroblasto humano (IMR-90) e de células
cancerigenas (U251) tratadas com diferentes concentracbes de AgNP (25-400 pg/mL) foi

reportada por AshaRani e colaboradores (2009). Os autores sugerem que a deposicédo de



18

AgNP nas mitocondrias pode alterar o funcionamento regular da organela pelo
comprometimento da cadeia transportadora de elétrons, resultando na produgdo de EROs e
reducdo da sintese de ATP. As EROs altamente reativas podem, por sua vez, causar danos ao
DNA (detectados por ensaio Cometa e Micronucleo com bloqueio da citocinese). Alem disso,
danos diretos ao DNA podem ser causados pela deposi¢do de AgNP no nucleo celular.

Agregados de AgNP envolvidos com vesiculas endociticas também foram detectados
no interior do citoplasma e do nucleo de células epiteliais brénquicas humanas (BEAS-2B)
tratadas com 10 pg/mL de AgNP por 24 horas. Células tratadas com AgNP (0,01-10 pg/mL)
exibiram um aumento dose dependente de quebras no DNA e na formagdo de microntcleos,
indicados pelo ensaio Cometa e pelo teste de Microntcleo, respectivamente. Danos oxidativos
ao DNA também foram detectados pelo ensaio Cometa modificado (FPG e Endo IlI),
apontando a participacdo do estresse oxidativo na genotoxicidade induzida pelas AgNP
avaliadas (KIM et al., 2011).

Park e colaboradores (2011), por sua vez, demonstraram que o potencial das AgNP
para induzir danos celulares ¢ dependente do tamanho. AgNP de 20 nm foram mais toxicas
que AgNP maiores (80 e 113 nm) tanto em fibroblastos (L929) quanto em macréfagos (RAW
264.7). Toxicidade dependente de tamanho também foi relatada por Gorth e colaboradores
(2011), mas ao contrario dos resultados relatados anteriormente, observou-se que AgNP
menores (20-30 nm e 100 nm) sdo significativamente menos toxicas as larvas de Drosophila

melanogaster do que particulas maiores (> 100 nm).

Além de afetar o desenvolvimento de D. melanogaster, AQNP podem afetar as
caracteristicas fisicas das moscas sobreviventes, especialmente a pigmentacdo e tamanho
corporal, como apontam os resultados apresentados por Panacek e colaboradores (2011). Com
0 aumento da exposicdo as AgNP (> 5 mg/L), maior a reducdo da pigmentacdo e tamanho

corporal.

Outros estudos in vivo sobre a toxicidade de AgNP foram realizados utilizando a D.
melanogaster como organismo experimental. Larvas de terceiro estagio alimentadas com
diferentes concentraces de AgNP misturadas ao meio de cultura (50 e 100 pg/mL) por 24 e
48 horas apresentaram um aumento na geracdo de EROs evidenciada pelo aumento dos niveis
de malondialdeido (MDA) - produto final da peroxidacéo lipidica -, reducdo dos niveis de

glutationa e aumento das atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
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catalase (CAT). Além disso, os niveis dos marcadores de danos ao DNA (proteina p53) e de
apoptose (caspase-3 e caspase-9) foram maiores nos organismos tratados quando comparados
com 0s grupos nao tratados. Os autores sugerem que 0 estresse oxidativo resulta em danos ao
material genético e, por fim, em apoptose (AHAMED et al., 2010). Como evidéncia de
estresse celular, Posgai e colaboradores (2009) verificam um aumento na expressao de genes
codificadores da proteina de choque térmico 70 (HSP70) em D. melanogaster adultas
expostas a 50 pg/mL de AgNP.

Allium cepa tem sido empregada com sucesso como bioindicador do impacto
toxicologico das AgNP sobre o meio ambiente. Kumari e colaboradores (2009) demonstraram
que AgNP (<100 nm) podem penetrar em células de raiz de A. cepa e bloquear a divisao
celular, induzindo a formacdo de pontes de cromatina, multiplas quebras cromossémicas e
desintegracédo celular. Inducdo de EROs e danos ao DNA (detectados por ensaio Cometa) de

celulas de raiz de A. cepa também foram relatados por Panda e colaboradores (2011).

A prata na forma idnica (Ag") é conhecida ha décadas por exibir alta toxicidade a uma
série de microrganismos. Um dos principais mecanismos de acdo da prata idnica consiste na
morte celular causada pelo desacoplamento da fosforilacdo oxidativa ou pela geracéo
excessiva de radicais livres. A interacdo dos ions de prata com grupos especificos de proteinas
e enzimas pode também resultar em mudancas estruturais na parede celular e membranas,
comprometendo a permeabilidade da membrana e a integridade da parede celular de bactérias.
Além disso, os ions podem se ligar ao DNA, causando quebras e bloqueio da replicacdo
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2010). Considerando esses aspectos,
alguns pesquisadores sugerem que os efeitos toxicos das AgQNP podem estar relacionados com
a liberacdo de ions prata. Nesse caso, as nanoparticulas atuariam como “cavalos de Troia”,
ultrapassando as barreiras biologicas e, em seguida, liberando fons Ag™ que danificam a
maquinaria celular (LUBICK, 2008; PARK et al., 2010).

Kim e colaboradores (2009), no entanto, demonstraram que a quantidade de ions Ag”
livres em solucbes de AgNP é desprezivel. Além disso, a expressdo de RNAmM responsivos a
metais ndo foi induzida em células de hepatoma humano tratadas com AgNP, mas sim em
células tratadas com AgNO; como fonte de fons Ag*, indicando que as nanoparticulas também
ndo promovem a liberacdo de ions no meio intracelular e, portanto, a toxicidade induzida por

AgNP ¢ independente da toxicidade dos ions Ag”.
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Pequena quantidade de fons Ag* livres em solucdes de AgNP (8x10° mg de Ag* em
solugBes de 1ImM de AgNP) também foi reportada por Li e colaboradores (2010). Apesar
disso, AgNP (50 uM) foram capazes de suprimir a proliferacdo de células embrionérias de
camundongos no estagio de blastocistos por meio da inducdo de apoptose na massa celular
interna (ICM) e na trofectoderma (TE).

A prata nanoparticulada com baixo nivel de contaminantes metalicos demonstrou ser
mais eficiente em induzir a formagéo de EROs em linhagem celular de carcinoma pulmonar
humano (A549) do que sua forma idnica, sugerindo que o estresse oxidativo provocado por
AgNP ndo ¢é apenas devido a liberagdo de Ag®, mas sim devido a um efeito particula-
especifico (FOLDBJERG et al., 2011). Resultados similares foram apresentados por Piao e
colaboradores (2011).

Demir e colaboradores (2010) compararam as formas idnica versus nanoparticulada da
prata em relagéo a capacidade de causar danos no DNA de D. melanogaster. Apenas as AgNP
(1-10 mM) induziram um aumento significativo na frequéncia de pelos mutantes presentes
nas asas das moscas adultas — indicativos da ocorréncia de mutacdo e/ou recombinacédo
somatica. Tal resultado reforca a visdo de que o potencial genotoxico da prata depende de sua
forma nanoparticulada, somente a liberacdo de ions Ag* pelas AgNP ndo poderia justificar os

danos genéticos observados.

1.5. Nanoparticulas de Dioxido de Cério

Cério é o membro mais abundante da série dos elementos quimicos conhecidos como
lantanideos ou terras raras. Ele é caracterizado quimicamente como tendo dois estados de
valéncia: Ce**, denominado cérico, e Ce**, denominado ceroso. Entre 0s compostos de cério,
0 mais estavel é o dioxido de cério (CeO,) em virtude de sua estrutura cristalina ctbica tipo
fluorita (FERNANDES, 2007; MARTINS et al., 2007), na qual o cation metalico Ce** esta
cercado por oito anions O formando os Vértices do cubo (Figura 2) (DOMINGUES et al.,
2007).
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Figura 2. Estrutura cristalina da rede fluorita ctbica de CeO,. Atomos Ce e O sdo representados como bolas
pretas e cinzas, respectivamente (DOMINGUES et al., 2007).

O CeO,, especialmente na forma nanoparticulada (CeO,-NP), também chamada de
nanocéria, tem atraido a atencdo dos pesquisadores por apresentar propriedades redox Unicas
que podem ser exploradas nas mais variadas vertentes tecnolégicas, como na area de catéalise,
nos processos metalurgicos, na producdo de células a combustivel (MARTINS et al., 2007) e
até mesmo na area biomédica, como possiveis sequestradores (scavengers) de radicais livres
nocivos a saude (HIRST et al., 2009).

Nas particulas, o cério pode estar presente em ambos estados de oxidagdo, Ce** e Ce*",
sendo que a concentracdo de cada estado depende da temperatura e da pressdo parcial de
oxigénio no ambiente. Quando tratadas em condigdes redutoras e elevadas temperaturas, as
CeO,-NP liberam oxigénio de sua rede cristalina induzindo, assim, a reducdo do Ce** a Ce** e
formacdo de um grande numero de vacéncias de oxigénio. No entanto, mesmo perdendo
quantidades consideraveis de oxigénio da matriz, a estrutura tipo fluorita se mantém e, quando
expostas a condigcdes oxidantes, as particulas voltam a se reoxidar (MOGENSEN et al., 2000;
DOMINGUES et al., 2007; NIU et al., 2007).

Segundo Muccillo e colaboradores (2005), 0 método mais comum para obtencéo de
CeO,-NP consiste na precipitacdo de um sal precursor (geralmente Ce(NOs)3.6H20) e
subsequente lavagem, filtracdo, secagem e calcinacdo do precipitado formado (Figura 3).
Além de garantir boa reprodutibilidade e alto rendimento, a técnica permite a obtencdo de

Ce0,-NP em grande escala.
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SOLUCAO DENH,0OH
(Agente precipitante)

—

PRECIPITACAO
(25°C pH=I11)

v

LAVAGEM,FILTRACAO
(pH=T7)

I

SECAGEM
(T=110°C por24 h)

I

CALCINACAO
(T=500°C por5h)

I

CeO,-NP

SOLUCAO DE SALDE CERIO

Figura 3. Esquema de preparacdo do CeO,-NP pelo método de precipitacio (adaptado de CHAGAS JUNIOR,
2008).

1.5.1. Aplicagdes das Nanoparticulas de Dioxido de Cério

A nanocéria (CeO,-NP) tem um enorme potencial para aplicacdo em diversas
vertentes tecnologicas, principalmente devido ao seu comportamento redox, a alta mobilidade
de oxigénio na rede cristalina e a alta afinidade por compostos contendo oxigénio, nitrogénio
e enxofre (MARTINS et al., 2007).

Uma das principais aplicacbes de compostos a base de CeO,-NP é em processos
metallrgicos, onde sdo adicionados ao aco para eliminar impurezas, principalmente oxigénio
e enxofre, contribuindo, assim, para melhorar significativamente a qualidade do material,
como a resisténcia a corrosao e ductibilidade. Com esta mesma finalidade, estes compostos
também podem ser adicionados a outras ligas metalicas, como aquelas a base de cobalto ou

niquel utilizadas em turbinas de motores de avides (MARTINS et al., 2007).

As CeO,-NP também tém sido empregadas como agentes cataliticos para o tratamento
de gases de exaustdo de automodveis, como o monoxido de carbono (CO), Oxidos de
nitrogénio (NOy) e hidrocarbonetos (HC’s). Quando a mistura ar/combustivel estd deficiente
em oxigénio, as CeO,-NP tém a capacidade de liberar oxigénio de sua prépria rede cristalina e
oxidar, por exemplo, o CO a CO, Além disso, a presenca de CeO,-NP estabiliza
termicamente a alumina, usada como suporte catalitico, evitando que os catalisadores

automotivos percam a eficiéncia em altas temperaturas (RAO e MISHRA, 2003).



23

Celulas a combustiveis de oxido solido tém emergido como uma nova opgao para
geracdo de energia elétrica de forma limpa e eficiente. Estas células sdo formadas por trés
elementos basicos: dois eletrodos (anodo e céatodo) e um eletrlito situado entre eles.
Eletrélitos de 6xidos sélidos conduzem fons O gerados no catodo até o anodo, onde reagem
com um combustivel na forma de gas (H,, CO) liberando elétrons que percorrem o circuito
externo. O fluxo de elétrons pelo circuito externo gera uma corrente e, consequentemente,
produz eletricidade (de FLORIO et al., 2004). Devido a sua alta condutividade i6nica, boa
compatibilidade com os demais constituintes das células e capacidade de operar em uma faixa
de temperatura menor (500 - 700 °C) que os eletrélitos tradicionais (1000 °C), os eletrélitos a
base de CeO,-NP tém sido preferidos (MARTINS et al., 2007).

Além das aplicacdes tecnologicas, tem sido investigada também a utilizagdo das CeO,-
NP para fins terapéuticos (PATIL et al, 2007). Estudos recentes sugerem que O
comportamento redox das CeO,-NP as tornam capazes de atuarem como sequestradores de
radicais livres em ambientes fisioldgicos, prevenindo, assim, possiveis desordens celulares
(HIRST et al., 2009; HIRST et al., 2011).

A habilidade das nanoparticulas de CeO, de conferir cardioprotecéo foi evidenciada
por Niu e colaboradores (2007), utilizando camundongos transgénicos com insuficiéncia
cardiaca como modelo. Foi observado que a administracdo intravenosa de CeO,-NP inibe a
infiltracdo de mondcitos/macréfagos para o espacgo intersticial do miocardio, suprime a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, atenuando assim o estresse oxidativo do miocéardio e
a progressao da disfuncéo ventricular. Protecdo ocular (CHEN et al., 2006) e hepatica (AMIN
et al., 2011) também tém sido relatadas, embora 0s mecanismos subjacentes a acdo destas

nanoparticulas ndo estejam completamente esclarecidos.

1.5.2. Toxicidade das Nanoparticulas de Diéxido de Cério

Vérios estudos tém sido realizados no intuito de explorar as propriedades das
nanoparticulas de CeO, para fins comerciais. No entanto, as informagdes sobre a interacéo
dessas particulas com os sistemas bioldgicos sdo escassas. Além disso, os trabalhos
publicados tém apresentado resultados controversos, especialmente em relacdo ao efeito
oxidante/antioxidante das CeO,-NP (PARK et al., 2008).
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Hirst e colaboradores (2009) avaliaram o mecanismo de captacdo das CeO,-NP, bem
como a toxicidade potencial e a capacidade das nanoparticulas de suprimir a producdo de
mediadores inflamatérios. Através de microscopia eletrénica de alta resolugdo (HRTEM),
foram detectadas particulas individualizadas e aglomerados de nanocéria nos fagossomos e no
citosol de macrofagos de roedores (J774A.1) tratados com 10 uM de nanocéria por 24 horas.
Além disso, foram encontrados aglomerados de nanocéria, com tamanhos variando entre 5 e
50 nm, ancorados na membrana externa dos macrofagos, sugerindo, portanto, que as NPs
podem ser captadas tanto por fagocitose quanto por difusdo direta através da membrana. As
NPs internalizadas ndo causaram toxicidade (avaliada pelos niveis de apoptose e necrose) e
promoveram uma reducdo significativa dos niveis de EROs produzidos pelos macréfagos
estimulados, evidenciando a capacidade das CeO,-NP de remover os radicais livres.
Interessantemente, o pre-tratamento com CeO,-NP reduziu a producéo de enzimas indutoras
de oxido nitrico sintase (iNOS), responsaveis pela conversdo de arginina em citrulina e 6xido

nitrico (NO), um importante mediador inflamatorio.

A capacidade antioxidante das CeO,-NP também foi avaliada in vivo. Camundongos
foram tratados previamente com 0,5 mg/kg de nandceria e, ap0s uma semana, receberam, via
intraperitoneal, 1 g/kg de tetracloreto de carbono (CCly), um indutor de estresse oxidativo. Em
trés semanas, foi detectada uma reducdo significativa dos niveis de MDA, produto final da
peroxidacéo lipidica. O tratamento com nanocéria pareceu, inclusive, ser mais eficiente que o
tratamento com N-acetilcisteina (NAC), usada terapeuticamente como antioxidante em

individuos que sofrem de toxicidade hepatica aguda (HIRST et al., 2011).

Contrariamente, Lin e colaboradores (2006) demonstraram que CeO,-NP podem ser
indutoras de estresse oxidativo. O tratamento com CeO»-NP nas concentracdes de 3,5, 10,5 e
23,3 pg/mL reduziu em 12, 22 e 46% a viabilidade de células de carcinoma pulmonar (A549).
A atividade lactato desidrogenase (LDH) aumentou em até 71% apds 72 horas de exposicdo a
23,3 ug/mL de nanocéria, indicando danos na membrana celular. Os niveis de MDA também
foram aumentados apontando a ocorréncia de peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o0s niveis

dos antioxidantes (glutationa e a-tocoferol) foram significativamente reduzidos.

Park e colaboradores (2008) obtiveram resultados semelhantes em relacdo a
capacidade das CeO,-NP de induzir danos celulares via estresse oxidativo. A viabilidade de
células pulmonares (BEAS-2B) foi reduzida de maneira tempo dependente (24, 48, 72 e 96
horas) e dose dependente (10, 20 e 40 pg/mL) apés o tratamento com CeO,-NP. Os
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resultados indicaram um aumento significativo na producdo de EROs, reducdo dos niveis de
glutationa e indugéo de genes responsivos ao estresse oxidativo (heme oxigenase-1, catalase,
glutationa-S-transferase e tioredoxina redutase). Além disso, a producédo aumentada de EROs
desencadeou a ativagdo da caspase-3 e induziu a condensacdo da cromatina, sugerindo o
envolvimento do processo apoptético.

Toxicidade dependente de concentracdo foi relatada por Singh e colaboradores (2010).
Dentro de um curto periodo de exposicdo (3 horas), as CeO,-NP (0,001 e 0,01 mg/mL) foram
internalizadas por queratindcitos humanos (HaCaT) e distribuidas em véarios compartimentos
celulares (mitocondrias, lisossomos, reticulo endoplasmético e no nudcleo) sem comprometer
as atividades metabdlicas. No entanto, observou-se que o tratamento com uma concentragéo

10x mais elevada (0,1 mg/mL) afeta o0 metabolismo celular reduzindo a viabilidade em 50%.

Asati e colaboradores (2010) demonstraram, por sua vez, que CeO,-NP (1 mM)
podem apresentar perfis de toxicidade diferentes dependendo da carga superficial, do tipo
celular e da localizagcdo subcelular das NPs ap0s a internalizacdo. CeO,-NP carregadas
positivamente foram toxicas a quase todas as linhagens celulares avaliadas (miocitos
cardiacos — H9c2; células de rim embrionario humano — HEK-293 e celulas de carcinoma
pulmonar - A549), exceto a linhagem celular de carcinoma de mama (MCF-7) que nao
permitiu a internalizacdo das nanoparticulas. Ja as CeO,-NP com carga negativa causaram
toxicidade somente a linhagem A549, nos demais tipos celulares as NPs ndo foram
internalizadas. Quando internalizadas, as CeO,-NP com carga positiva e negativa se
localizavam principalmente nos lisossomos, diferentemente das CeO,-NP com carga neutra
que foram internalizadas por todos os tipos celulares e estavam presentes principalmente no
citoplasma. Curiosamente, as NPs de carga neutra ndao foram toxicas as células. Segundo os
autores, 0 microambiente acido dos lisossomos pode desempenhar um papel fundamental no
potencial toxico das CeO,-NP, ativando a atividade oxidase das nanoparticulas, tornando-as

citotoxicas.

Estudo recente avaliou o perfil expressdo génica de células neuronais de
camundongos (HT22) expostas as CeO,-NP. Um grande namero de genes foram
diferencialmente expressos apds o tratamento com 20 pg/mL de nanocéria, principalmente os

genes relacionados a doencas neuroldgicas e controle do ciclo celular (LEE et al., 2011).
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A interferéncia das CeO,-NP sobre o material genético também tem sido reportada.
Lee e colaboradores (2009) compararam o potencial genotdxico de diferentes nanoparticulas,
SiO; (7 e 10 nm), TiO, (7 e 20 nm) e CeO,-NP (15 e 30 nm), utilizando duas espécies
aquaticas amplamente utilizadas na biomonitorizacdo, o crustdceo de agua doce Daphnia
magna e a larva do mosquito aquéatico Chironomus riparius. O numero de quebras no DNA
(detectados pelo ensaio Cometa) aumentou significativamente em ambas espécies somente
apos o tratamento com 1mg/L de CeO,-NP (15 e 30 nm), as demais NPs ndo causaram
toxicidade genética. Adicionalmente, observou-se que as CeO,-NP menores (15 nm) foram

mais eficientes em causar os danos genéticos.

Em contraste ao estudo citado anteriormente, Pierscionek e colaboradores (2010)
demonstraram, por meio da técnica de troca de cromatides irmés (SCE) e pelo ensaio Cometa,
que a exposicdo a 5 e 10 pg/mL de nanocéria por 24 horas ndo resulta em instabilidade

genética ou danos no DNA de celulas epiteliais do cristalino humano.

Posteriormente, foi avaliada a influéncia do tempo de exposicdo e das concentracdes
sobre potencial genotoxico das CeO,-NP. Células epiteliais do cristalino humano foram
tratadas com 10, 20 e 100 pug/mL de nanocéria por 48 e 72 horas. Os resultados obtidos pelo
ensaio Cometa demonstraram que nenhuma das concentragdes testadas induz quebras no
DNA ap0s 48 horas de exposicdo. Entretanto, apds 72 horas, as concentracdes de 20 e 100
pg/mL de nanocéria induziram um pequeno, mas significativo aumento no nimero de quebras
no DNA quando comparados com 0s grupos ndo tratados, sugerindo, portanto, que o tempo
de exposicdo pode ter um efeito maior que a concentracdo sobre o potencial genotoxico da
nanoceria (PIERSCIONEK et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

Os testes empregados com maior frequéncia para investigar a toxicidade genética de
diferentes nanoparticulas séo (i) o ensaio Cometa que detecta quebras uni ou bifilamentar de
DNA, sitios alcali-labeis, bem como bases oxidadas, e (ii) o teste de microntcleo (MN) que
quantifica eventos clastogénicos e aneugénicos resultantes da fragmentagdo cromossomica e
perda de cromossomos inteiros, respectivamente (LANDSIEDEL et al., 2009). Portanto, a
maioria das informacfes existentes na literatura acerca da interferéncia de nanoparticulas
sobre a estabilidade e integridade genética esta baseada, fundamentalmente, nos seus efeitos
sobre mutagdes pontuais e aberracdes cromossémicas, havendo ainda uma lacuna no que se
refere a0 monitoramento de eventos relacionados com a recombinacdo mitdtica, um

importante mecanismo que pode estar associado ao desenvolvimento de cancer.

Um ponto critico do processo carcinogénico em que a recombina¢do homologa (RH)
pode estar envolvida é a perda de heterozigose (LOH), seja pela delecdo de um gene contendo
o alelo funcional ou ainda pela conversdo génica do alelo funcional para um alelo mutante
(BISHOP e SCHIESTL, 2001). Adicionalmente, outros parametros associados a
recombinacdo, tais como a amplificacdo de genes e translocacdes, também podem
desempenhar um papel crucial nas alteracfes genéticas que desencadeiam o cancer (RAMEL
et al., 1996). Por exemplo, na formacdo dos canceres de mama, hepatico e pulmonar, o
oncogene c-myc se encontra comumente amplificado e, consequentemente, expressando
niveis anormais da proteina c-myc (BIZARI et al., 2006; FARIA e RABENHORST, 2006).
Um altimo argumento, ndo menos importante, que reforca as evidéncias de que a RH, assim
como as mutacgdes, esta estreitamente relacionada com a carcinogénese, é o fato de que a RH
atua como um mecanismo alternativo para a manutencdo dos teldmeros, independente de
telomerase (BISHOP e SCHIESTL, 2001).

Diante do contexto apresentado e no intuito de oferecer uma base confidvel de
informacdo a respeito da seguranca das nanoparticulas para a saude humana, o presente

trabalho apresenta os seguintes objetivos:

I) avaliar o potencial genotdxico de seis amostras diferentes de nanoparticulas, incluindo
a deteccdo de mutacBes pontuais, aberracbes cromossdmicas e eventos

recombinacionais por meio do Teste para Detecgdo de Mutagdo e Recombinagéo
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em Células Somaticas de Drosophila melanogaster (SMART). As nanoparticulas

avaliadas foram:

quatro espécies de nanotubos de carbono, denominadas NTC, NT, MW e
CS;
nanoparticulas de prata (AgNP);

nanoparticulas de dioxido de cério (CeO,-NP).

I1) estimar, em termos de seus efeitos isolados, a contribui¢do dos eventos mutacionais e

recombinacionais para a genotoxicidade total das nanoparticulas avaliadas, através

da comparagdo dos resultados obtidos entre dois diferentes genétipos:

trans-heterozigoto — que evidencia a ocorréncia de eventos mutagénicos

e/ou recombinogénicos;

heterozigoto para o cromossomo balanceador TM3 — que expressa,
exclusivamente, eventos do tipo mutacdo génica e aberracdo

cromossomica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Agentes Quimicos

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas seis amostras diferentes de
nanoparticulas: quatro espécies de nanotubos de carbono, trés do tipo paredes mdltiplas
(NTC, NT ¢ MW) e uma do tipo “cup-stacked” (CS), uma nanoparticula metalica (AgNP) e

uma nanoparticula de 6xido metélico (CeO,-NP).

3.1.1. Nanotubos de Carbono
e NTC

O NTC é um nanotubo de carbono comercial de origem coreana (Korea Co). A Figura
4 mostra os resultados da analise por espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS)
utilizada para caracterizacdo quimica elementar. Nesta analise foram observados nanotubos
com pureza elementar de carbono correspondente a 97,75% com contaminacdes de ferro
(1,73%), cromo (0,31%) e aluminio (0,22%). Os contaminantes provavelmente sao resultantes

do processo de sintese dessas nanoparticulas.

2500 T
2000 —
1500
1000

500 —

Fe Al Cr E‘S Fe
0 | T |

0 2 4 6 8
keV

Figura 4. Curva tipica da analise EDS do NTC.

e NT

O nanotubo de carbono NT foi sintetizado no Laboratério de Nanoengenharia e
Diamante (NanoEng), do Departamento de Semicondutores, Instrumentos e Fotdnica (DSIF)

da Faculdade de Engenharia Elétrica e Computacdo (FEEC), Universidade Estadual de
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Campinas (UNICAMP). As amostras de NT foram produzidas pelo método de deposi¢do
quimica a vapor auxiliado por filamento quente (HFCVD), crescidas em substrato de cobre,
recoberta previamente com filme de polianilina e catalisada com niquel. Canfora e acetona

foram utilizadas como fontes de carbono.

O NT foi caracterizado por espectroscopia Raman por meio do sistema de microscopia
Renishaw Invia que utilizou um laser He-Ne para excitacdo (A=633 nm) com uma poténcia
de, aproximadamente, 10 mW. EDS foi utilizada para caracterizacdo quimica elementar.
Andlises morfoldgicas da amostra foram feitas por microscopia eletrénica de varredura por
emissdo de campo (FESEM) e por microscopia eletrénica de alta resolucdo (HRTEM),
empregando os aparelhos JEOL JSM-6330F operado a 5KV/8uA e JEOL 3010 operado a
300KV/120uA, respectivamente.

A Figura 5 mostra um espectro Raman tipico da particula NT. O espectro pode ser
dividido em regides de frequéncias de primeira e segunda ordem. Na regido de primeira
ordem hé dois picos intensos em 1591 cm™ e 1330 cm™, correspondente ao pico desordenado
sp® (linha D), e ao pico de grafite sp> E2g altamente ordenado (linha G). Na regido de segunda
ordem h& um intenso pico em 2659 cm™ correspondente ao segundo harmdnico da linha D (2
x D), um pequeno pico em torno de 2918 cm™, o qual corresponde & soma das frequéncias das
linhas D e G (D + G) e um pequeno pico de, aproximadamente, 3218 cm™ referente ao
segundo harménico da linha G (2 x G). A intensidade do pico D é maior quando comparada a
intensidade do pico G, o que ndo indica um alto grau de ordem sp? C-C, sugestivo de espectro

Raman caracteristico de nanotubos de carbono de multiplas paredes desordenadas.
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Figura 5. Espectro Raman da particula NT.
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A Figura 6 mostra os resultados da analise EDS. Foram observados nanotubos com
pureza elementar de carbono correspondente a 98,95% com contaminagdes de niquel (0,11%)
e cobre (0,94%). Os contaminantes provavelmente sdo resultantes do processo de sintese
dessas nanoparticulas.
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Figura 6. Curva tipica da analise EDS do NT.

Na Figura 7 as imagens do NT, obtidas por FESEM e HRTEM em diferentes
ampliacdes, mostram que a amostra consiste de estruturas tubulares ndo alinhadas formando

aglomerados que cobrem a superficie do substrato.

; AN (C)
Figura 7. (A) Imagem FESEM de aglomerados de nanotubos recém depositados em uma escala de 1um; (B)
imagem FESEM de nanotubos na escala de 200 nm; (C) imagem HRTEM de nanotubos na escala de 50 nm.
Pode-se observar as paredes multiplas do NT.
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e CS

O nanotubo de carbono CS foi sintetizado pelos seguintes membros da equipe
orientada pelo Professor Doutor José Mauricio Rosolen do Departamento de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP: Elaine Yoshiko Matsubara
(p6s-doutoranda), Leonardo Pereira Franchi (doutorando) e Juliana C. da Silva (iniciagdo
cientifica). As amostras de CS foram produzidas pela decomposi¢do de alcoois, sobre os
catalisadores metalicos cobalto e manganés incorporados ao substrato de MgO a 650°C
(método de deposicdo quimica a vapor - CVD). Apds a sintese, o produto da sintese de CVD
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foi imerso em acido cloridrico (HCI) concentrado por 20 min em temperatura ambiente e
entdo lavado, exaustivamente, com agua MiliQ para atingir a neutralidade e, posteriormente,
as amostras foram secas a temperatura de 100°C. Esta etapa foi aplicada para remover as
particulas catalisadoras e o substrato usado no crescimento dos nanotubos. Os nanotubos
usados tém didmetro entre 25 a 60 nm.

e MW

Assim como o CS, o nanotubo de carbono MW também foi sintetizado pela equipe do
Prof. Dr. José Mauricio Rosolen, USP, pelo método de deposicdo quimica a vapor usando

alcodis como fonte de carbono em proporc¢des estequiométricas diferentes do CS.

3.1.2. Nanoparticulas de Prata (AgNP)

As nanoparticulas de prata (Produto # 576832) foram adquiridas da Sigma-Aldrich
Brazil Ltda, na forma de pd. As principais caracteristicas, conforme o fabricante, estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisicoquimicas de AgNP

Parémetros Caracteristicas
Registro CAS 7440-22-4
Massa molecular 107.87
Caracteristicas gerais Grande area de superficie, organicamente coberta para dispersdo em
solventes polares, contendo outros tragos metélicos
Forma po

Tamanho da particula <100 nm

Area de superficie 5.0 m?/g

Densidade 10.49 g/cm® (lit.)
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3.1.3. Nanoparticulas de Didxido de Cério (CeO,-NP)

As nanoparticulas de CeO, (Produto # 544841) foram adquiridas da Sigma-Aldrich
Brazil Ltda. As principais caracteristicas, conforme o fabricante, estdo apresentadas na Tabela
2.

Tabela 2. Caracteristicas fisicoquimicas de CeO,-NP

Parametros Caracteristicas
Registro CAS 1306-38-3
Massa molecular 172.11
Forma po
Tamanho da particula <25 nm (BET)
Densidade 7,13 g/cm*a 25 °C

3.1.4. Doxorrubicina (DXR)

O agente mutagénico cloridrato de doxorrubicina (Glenmark Farmaceutic Ltda) foi
utilizado como controle positivo, na concentracdo de 0,2 mM, para demonstrar a eficiéncia de

inducdo de genotoxicidade nos experimentos.

A doxorrubicina € um medicamento da familia das antraciclinas utilizado para o
tratamento de cancer de mama, tumores sélidos na infancia, sarcomas de tecidos moles e
linfomas agressivos. O mecanismo de acdo antitumoral da DXR envolve a inibicdo da enzima
topoisomerase Il e RNA polimerases, relacionadas com a sintese de DNA e proliferacéo
celular. A DXR se liga aos acidos nucléicos gerando quebras uni ou bifilamentares, bem
como trocas entre cromatides irmas. Além disso, promove a geracdo de radicais livres, que
induzem danos oxidativos as células, levando-as a morte por apoptose (MINOTTI et al.,
2004). Portanto, devido a capacidade de provocar danos ao DNA, a DXR é usada com

frequéncia como controle positivo nos ensaios de mutagénese.
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3.2. Disperséo das Nanoparticulas

Para preparacdo das suspensdes concentradas de nanoparticulas, cada amostra foi
dispersa — a hora do tratamento - em &gua destilada pelo processo de sonicagdo, durante um
curto periodo (15 minutos), minimizando 0s possiveis riscos de quebra e consequente

insercdo de defeitos nas particulas.

A suspensdo mae de cada nanotubo de carbono (NTC, NT, CS e MW) foi preparada a
uma concentragdo de 1 mg/mL. A partir dessa suspensdo foram feitas diluicdes seriadas para

obtencdo das demais suspensdes nas concentracoes de 0,4, 0,16 e 0,064 mg/mL.

Para AgNP e CeO,-NP foram preparadas suspensdes 10x mais concentradas do que as
de nanotubos de carbono (0,64, 1,6, 4 e 10 mg/mL), pois as nanoparticulas metélicas e de

oxidos metalicos permitiram uma melhor dispersdo em agua destilada.

O solvente (4gua destilada) foi usado como controle negativo dos experimentos para

determinar a frequéncia de mutacdes espontaneas.

3.3. Teste para Deteccdo de Mutacédo e Recombinacdo Somatica (SMART)

O teste SMART baseia-se na identificacdo e quantificacdo de pelos mutantes que
representam a expressdo fenotipica da ocorréncia de lesbes no DNA. Tais lesbes sdo
induzidas nas células dos discos imaginais - que se diferenciam e ddo origem as asas dos
adultos de Drosophila melanogaster - e causam a perda de heterozigose de dois marcadores
genéticos envolvidos nas vias metabolicas de formacdo de pelos ou tricomas presentes nas
superficies dorsal e ventral das asas: 0s genes mwh e flr® (GRAF et al., 1984; ANDRADE e
LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

Ambos genes sdo recessivos e se localizam no braco esquerdo do cromossomo 3. No
entanto, o gene mwh se localiza em uma regido mais distal (3-3,0) e tem sua manifestacdo
fenotipica caracterizada por pelos multiplos (Figura 8A), ou seja, trés ou mais pelos por célula
da asa - ao contrario do gene selvagem que origina um Unico pelo por célula (Figura 8B). Ja 0
gene flr® estd em uma regido mais proximal (3-38,8) e afeta a forma dos pelos dando-lhes uma

aparéncia de “chama de vela” (Figura 8C). Os pelos mutantes sdo classificados em manchas



35

ou clones, que apresentam fenotipos caracteristicos, indicativos da ocorréncia de mutacdo
e/ou recombinagdo mitdtica. Além disso, o nimero total de clones induzidos em um grupo
tratado fornece dados quantitativos sobre a atividade genotoxica (GRAF et al., 1984;
ANDRADE e LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

Figura 8. Visualizacdo em microscopia eletronica dos fenétipos de: (A) pelos multiplos, (B) pelo normal e (C)
pelo flare.

3.3.1. Linhagens de Drosophila melanogaster

Duas linhagens de D. melanogaster foram usadas, flr* e mwh, cujas constituicdes

genéticas sdo:
- fIr®: fIr¥/In(3LR)TM3, rip” sep 1(3)89Aa bx**¢ e Bd®
- mwh: mwh/mwh

Tais linhagens sdo portadoras de uma série de genes marcadores especificos que
permitem monitorar eventos relacionados com mutacdo génica, aberracBes cromossdmicas e
recombinacdo mitotica (GRAF et al., 1984).

3.3.2. Procedimento Experimental

Foi utilizado o cruzamento padréo (ST- standard cross), seguindo os métodos descritos
por Graf et al. (1984): 80 fémeas virgens da linhagem flr® e 40 machos mwh, foram cruzadas
durante trés dias, em meios de cultura padrdo modificado (100 g de farinha de milho, 1000
mL de agua destilada, 70 g de acUcar cristal, 50 g de fermento biol6gico, 7 g de agar-agar e

0,005 g de nipagin).
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Apos este periodo, os casais foram transferidos e permaneceram por oito horas em
tubos contendo meio de ovoposi¢cdo constituido por uma base sélida de agar-agar a 2,5%,
coberta por uma camada de, aproximadamente, 3 cm de fermento biolégico pastoso
previamente aquecido em banho maria e fermentado com sacarose. Em seguida, 0s casais
foram descartados. Aproximadamente 72 horas do inicio do periodo de ovoposicdo, larvas de
terceiro estagio foram coletadas por flotacdo em agua corrente. Grupos de 100 larvas foram
distribuidas em frascos contendo 0,9 g de meio de puré de batata instantdneo e 3 mL das
solucBes de tratamento, e permaneceram em tratamento por 48 horas até atingirem o estagio
de pupa (tratamento cronico). Assim, as células dos discos imaginais ficaram expostas as
diferentes solugdes de tratamento por 5 a 6 ciclos de divisdo mito6tica - 0 que corresponde a
95% de todas as divisdes celulares que ocorrem desde o desenvolvimento do embrido até o
inicio da pupacéo (FREI et al., 1992).

3.3.3. Genotipos dos Individuos F1 Testados

Apos a eclosdo das pupas (6 a 7 dias depois do tratamento), foram originados adultos

F1 com duas constituicdes genotipicas:

(i) MH - trans-heterozigotos (mwh +/+ flr®) para os marcadores recessivos mwh e fIr’,
e (ii) BH - heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3 (mwh +/TM3, Bd®). Além do
cromossomo TM3 ser indispensavel para manter a heterozigose do gene marcador flare (fIr®)
na linhagem parental, ele contém mdaltiplas inversdes, tornando inviaveis os produtos de
recombinacdo. Dessa forma, os individuos irdo expressar somente mutacGes génicas e
aberraces cromossdmicas. O gene marcador Bd® determina uma forma recortada das asas,
permitindo facilmente a sua diferenciacdo em relagdo ao gendtipo trans-heterozigoto que
determina forma normal, arredondada (GRAF et al., 1984; ANDRADE e LEHMANN, 2003;
ANDRADE et al., 2004).
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3.3.4. Montagem e Analise Microscopica das Laminas

Apos a eclosdo das pupas, foi determinada a taxa de sobrevivéncia dos grupos controle
e tratados e, em seguida, os adultos foram conservados em etanol 70% para posterior

montagem das l&minas e analise dos tricomas presentes.

Para confecgdo das laminas, as asas foram extraidas do corpo das moscas, embebidas
em solucdo de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 mL de agua e 50 mL de
hidrato de cloral) e distendidas sobre a superficie de laminas de vidro. As laminas contendo
10 pares de asas - 5 pares de fémeas e 5 pares de machos - foram mantidas a temperatura
ambiente por um periodo minimo de 24 horas para a secagem. Posteriormente, foram
colocadas laminulas (24 x 32 mm), contendo uma gota de solu¢do de Faure, permanecendo
por mais 24 horas a temperatura ambiente. Durante esse procedimento as laminas foram
pressionadas com cubos de metal — com peso total de aproximadamente 400 g — visando a

perfeita aderéncia das asas as laminas (ANDRADE et al., 2004).

As superficies dorsal e ventral das asas dos adultos contendo, aproximadamente
24.400 pelos, foram analisadas em microscopio 6ptico de luz com aumento de 400x para
verificar a ocorréncia de clones mutantes (ANDRADE e LEHMANN, 2003).

3.3.5. Classificacdo dos Clones

Foram considerados como manchas independentes aquelas separadas por trés ou mais
fileiras de pelos normais (GRAF et al., 1984). As manchas foram classificadas como simples,
quando somente um dos marcadores (mwh ou flr®) se expressou, ou manchas gémeas, quando
ambos fendtipos mutantes — pelos mwh e flr® — estavam presentes. Adicionalmente, as
manchas foram divididas em classes de diferentes tamanhos: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-
64, 65-128, 129-256, >256. As duas primeiras classes representam manchas pequenas e sao
formadas durante o ultimo e/ou pendltimo ciclos de divisdo mitética que ocorrem no estagio
de pupa, e as demais sdo manchas grandes produzidas mais cedo, durante as primeiras
divisdes do desenvolvimento larval. Portanto, a perda de heterozigose induzida no genotipo
mwh/flr® produz trés diferentes categorias de manchas mutantes (Figura 9): (i) manchas
simples pequena, (ii) manchas simples grande e (iii) manchas gémeas (GRAF et al., 1984;
ANDRADE e LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).
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Mancha simples pequena Mancha simples grande Mancha gémea

Figura 9. Classificagdo das manchas de acordo com o fenétipo e o tamanho das manchas com pelos mutantes.

3.3.6. Bases Genéticas

O tipo de mancha mutante observado nas asas dos adultos mwh/flr® permite a distingdo

das lesGes genéticas que ocorreram no cromossomo 3:

e manchas simples com fenétipo pelos maltiplos (mwh):
o recombinacio simples entre os loci mwh e flr®;

e manchas simples expressando o fen6tipo pelos com a base alargada (flr®):
o recombinacdo simples entre flr* e o centrdmero, seguida de uma segunda

recombinac&o simples entre mwh e flr®;

e manchas simples, mwh ou flr*:
o conversio génica em um dos marcadores selvagens (mwh* ou flr® *);
o delecdo de um fragmento cromossémico contendo um dos marcadores
selvagens;
o ndo disjungdo, com consequente perda de um dos cromossomos contendo um
dos marcadores selvagens;
o mutacdes génicas representadas por trocas, adi¢cdo ou delecdo de bases em um

dos genes selvagens marcadores;
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e manchas gémeas:
o devem-se exclusivamente a recombinacdo simples entre flr® e o centrdmero,

com posterior segregagdo de um cromossomo parental e um recombinado.

Em resumo, as manchas simples podem ser originadas tanto por eventos mutacionais,
que incluem mutagdes pontuais e cromossdmicas, bem como por recombinacdo mitotica. Ja as
manchas gémeas representam a ocorréncia exclusiva de recombinagdo mitdtica (GRAF et al.,
1984; ANDRADE e LEHMANN, 2003; ANDRADE et al., 2004).

3.3.7. Analise Estatistica

Para avaliacdo dos efeitos genotoxicos, a frequéncia de cada tipo de mancha (simples
pequena, simples grande e gémeas) e a frequéncia total de manchas por individuo foram
comparadas com controle negativo correspondente. Estas comparacdes foram realizadas
utilizando-se o teste binomial condicional de Kastenbaum e Bowman (1970), com nivel de
significancia o = 0,05, seguindo um procedimento de multiplas escolhas proposto por Frei e

Wirgler (1988), que € baseado testando as seguintes hipdteses:

Hipdtese Ho: ndo ha diferenca significativa entre as frequéncias de alteragdes do grupo

controle e dos grupos tratados.

13 2

Hipdtese Ha: as frequéncias de alteragdes induzidas nos grupos tratados sdo “m” vezes
maiores que a frequéncia de alteracdo espontanea obtida no grupo controle negativo, onde
“m” é um fator de multiplicagdo inserido para minimizar os riscos do falso-positivo: m = 2
para manchas simples pequenas e total de manchas, pois elas apresentam altas frequéncias
espontaneas e m = 5 para manchas simples grandes e gémeas, porque elas raramente surgem

de forma espontanea (FREI e WURGLER, 1988; FREI et al., 1992; GRAF et al., 1984).

Quatro diferentes diagnosticos sdo possiveis: (i) inconclusivo, se ambas as hipoteses
sdo aceitas, (ii) negativo, se Ho € aceita e Ha € rejeitada, (iii) positivo, se Ho € rejeitada e Ha €

aceita e (iv) fraco positivo, se ambas hipdteses sdo rejeitadas.

Baseado no nimero de clones mwh, no niimero de asas analisadas e no nimero de

celulas contabilizadas em cada asa (aproximadamente, 24.400), a frequéncia de formacéo de
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clones por 10° células foi calculada (FREI et al., 1992). Estes valores foram utilizados, em
seguida, para estimar a contribui¢cdo da recombinacédo (R) e mutacdo (M) para a incidéncia do
total de manchas mutantes induzidas em individuos do genétipo trans-heterozigoto de acordo
com as formulas: R = 1-[(w/NC em individuos mwh/TM3)/(n/NC em individuos
mwh/fIr*)]*100; M = 100-R.
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4. RESULTADOS
4.1. Efeitos Toxicos

A toxicidade cronica de todos os compostos testados (NTC, NT, CS, MW, AgNP e
CeO,-NP) foi avaliada previamente para estabelecer a faixa de concentracdo utilizada nas
analises de toxicidade genética. Para isso, grupos de 100 larvas foram distribuidos em tubos
de tratamento com diferentes concentragdes de cada composto e permaneceram em tratamento
por 48 horas. As concentracdes finais foram selecionadas seguindo os seguintes critérios: (i) 0
namero de adultos sobreviventes foi alto o suficiente (superior a 90% em todos 0s casos) para
indicar que as nanoparticulas ndo comprometem o desenvolvimento das larvas e, portanto,
ndo sdo toxicas (ii) o uso de concentracGes mais elevadas poderia gerar um falso cenario de
exposi¢cdo, pois as nanoparticulas ndo estariam presentes em quantidades tdo grandes na

maioria das situacdes associadas a exposi¢do humana e/ou ambiental.

4.2. Toxicidade Genética

As frequéncias de manchas espontaneas e induzidas nos grupos controle negativo e
positivo, respectivamente, foram compativeis com resultados apresentados na literatura
(GRAF et al., 1984), confirmando que o sistema respondeu adequadamente aos parametros

necessarios para que as analises fossem realizadas.

Para a avaliacdo dos resultados, comparou-se a frequéncia de manchas mutantes de
cada grupo tratado com respectivo controle negativo (&dgua destilada). Individuos trans-
heterozigotos tratados com 0,064, 0,16, 0,4 e 1 mg/mL de diferentes espécies de nanotubos de
carbono (NTC, NT e CS) ndo apresentaram aumento estatisticamente significativo (p>0,05)
nas frequéncias do total de manchas mutantes, indicando a auséncia de efeitos genotdxicos
(Tabela 3). Assim sendo, ndo foram necessarias as andlises dos individuos do genotipo
mwh/TM3.
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Tabela 3. Avaliagao dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do NTC, NT e CS em células somaticas de
larvas obtidas do cruzamento ST

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®

Genc;tlpos ind’\il\}i?lios Manchas simples Manchas simples Manchas gémeas Total de manchas
pequenas grandes
C(Cr’n”;‘/’rfflf‘)js ™ (1-2 cél) (> 2 cél)
m=2 m=5 m=5 m=2
NTC
mwh/flr®
Contr. Neg. 80 0,58 (46) 0,08 (06) 0,03 (02) 0,68 (54)
0,064 80 0,64 (51) 0,10 (08) i 0,01 (01) - 0,75 (60)
0,16 80 0,68 (54) 0,10 (08) i 0,05 04) i 0,83 (66)
04 80 0,73 (58) 0,13 (10) i 0,04 (03) i 0,89 (71)
1 80 0,55 (44) - 0,10 (08) i 0,05 04) i 0,70 (56) -
Contr. Pos. 40 1,05 (42) i 1,63 (65) + 1,30 (52) + 3,98 (159) +
NT
mwh/flr®
Contr. Neg. 80 0,51 (41) 0,08 (06) 0,04 (03) 0,63 (50)
0,064 80 0,63 (50) 0,11 (09) i 0,03 (02) 0,76 (61)
0,16 80 0,54 (43) 0,10 (08) i 0,03 (02) 0,66 (53)
04 80 0,69 (55) 0,09 07) i 0,03 (02) 0,80 (64)
1 80 0,59 47) - 0,10 (08) i 0,03 (02) - 0,71 (57) -
Contr. Pos. 40 1,05 (42) i 1,63 (65) + 1,30 (52) + 3,98 (159) +
CS
mwh/flr®
Contr. Neg. 60 0,68 (41) 0,08 (05) 0,03 (02) 0,80 (48)
0,064 60 0,70 (42) 0,08 (05) 0,07 04) i 0,85 (51)
0,16 60 0,62 37) 0,12 7) i 0,05 (03) i 0,78 47)
04 60 0,78 47) 0,10 (06) i 0,05 (03) i 0,93 (56)
1 60 0,73 (44) 0,23 (14) + 0,02 (01) - 0,98 (59) -
Contr. Pos. 60 463  (278) + 8,08  (485) + 8,95 (537) + 21,67 (1300) +

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicacdo. Nivel de significancia 0=0,05.

Como pode ser observado na Tabela 4, as duas maiores concentracdes do nanotubo

MW (0,4 e 1 mg/mL) induziram aumentos significativos nas frequéncias totais de manchas

mutantes. E importante ressaltar que a maior frequéncia de manchas simples pequenas

produzida em relacdo aos demais tipos de manchas € indicativa de que o composto tenha,

possivelmente, efeitos tardios, gerando danos genéticos somente nos ultimos estagios do

desenvolvimento larval (ANDRADE et al., 2004). Além disso, os resultados negativos

obtidos nas moscas heterozigotas balanceadas indicam que o MW exerce sua atividade

genotoxica principalmente através da inducdo de recombinacdo somatica. A porcentagem de

recombinacdo nas duas concentracdes mais elevadas € de 73 e 64%, respectivamente.



43

Tabela 4. Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do MW em células somaticas de larvas
obtidas do cruzamento ST

Manchas por individuo (n° de manchas) diagndstico estatistico® Manchas Frequéncia

Genotipos N. Manchas Manchas com de formagéo
e de simples simples Manchas Total de clone  de clones por
Compostos ind. pequenas grandes gémeas manchas mwh 10°cél. Recombinagao’
(12 cél.)’ (28l
(mg/mL)  (N) m=2 m=5 m=5 m=2 () (nINC) (%)
MW
mwh/flr3
Contr.Neg. 60 0,65 (39) 0,05 (03) 0,02 (01) 072 (43) 42 1,43
0,064 60 0,70 (42) - 010 (06) i 005 (03) i 085 (51) - 51 1,74
0,16 60 0,70 (42) - 008 (05) i 003 (02) i 082 (49) - 48 1,64
04 60 1,12 (67) f+ 013 (08) i 003 (02) i 1,28 (77) + 77 2,63 73
1 60 112 (67) f+ 013 (08) i 005 (03) i 1,30 (78) + 77 2,63 64
mwh/TM3
Contr.Neg. 60 055 (33) 0,02 (01) 057 (34) 34 1,16
0,064 60 057 (34) - 007 (04) i 063 (38) - 38 1,30
0,16 60 040 (24) - 005 (03) i 045 (27) - 27 0,92
04 60 028 (17) - 007 (04) i ¢ 035 (21) - 21 0,72
1 60 045 (27) - 002 (01) i 047 (28) - 28 0,96

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicacdo. Nivel de significancia o=0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Somente manchas mwh podem ser observadas em individuos mwh/TM3, uma vez que O Cromossomo
balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr>.

dPorcentagem de recombinag¢do calculada de acordo com a formula R = 1-[(W/NC em individuos
mwh/TM3)/(n/NC em individuos mwh/flr®)]*100. C = n° de células contabilizadas por individuo (48,800).

Tabela 5 resume os dados obtidos pela analise dos individuos tratados com
nanoparticulas de prata (AgNP). Somente a maior concentracdo (10 mg/mL) foi capaz de
promover danos no DNA, indicados pelo aumento na frequéncia total de manchas mutantes,
principalmente de manchas simples pequenas. Nesta concentracdo a contribuicdo da

recombinacédo no total de eventos genotdxicos induzidos foi de 61%.
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Tabela 5. Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos da AgNP em células somaticas de larvas
obtidas do cruzamento ST

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico® Manchas Frequéncia

Gendtipos  N. Manchas Manchas com de
e de simples simples Manchas Total de clone formagdo  Recombinacao®
Compostos  ind pequenas grandes gémeas manchas mwh de clones
(1-2 cél)’ (>2cél)y por 10°cél.
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (n/NC) (%)
AgNP
mwh/flr3
Contr. Neg. 60 062 (37) 0,10 (06) 0,03 (02) 0,75 (45) 45 1,54
0.64 60 047 (28) - 0,056 (03) - 0,02 (01) - 053 (32) - 32 1,09
1.6 60 065 (39) - 0,07 (04) - 0,07 (04) i 078 (47) - 46 1,57
4 60 058 (35) - 0,13 (08) i 0,03 (02) - 075 (45) - 45 1,54
10 60 087 (52) i 015 (09) i 005 (03) i 1,07 (64) + 64 2,19 61
mwh/TM3
Contr. Neg. 60 052 (31) 0,02 (01) 0,53 (32) 32 1,09
0.64 60 047 (28) - 0,05 (03) i 0,52 (31) . 31 1,06
1.6 60 047 (28) - 0,03 (02) i 0,50 (30) . 30 0,99
4 60 037 (22) - 0,02 (01) i ¢ 0,38 (23) . 23 0,75
10 60 042 (25) - 0,00 (00) i 0,42 (25) 25 0,85

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicacdo. Nivel de significancia o=0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Somente manchas mwh podem ser observadas em individuos mwh/TM3, uma vez que O Cromossomo
balanceador TM3 no contém o gene mutante flr®.

Yporcentagem de recombinagdo calculada de acordo com a féormula R = 1-[(W/NC em individuos
mwh/TM3)/(n/NC em individuos mwh/flr®)]*100. C = n° de células contabilizadas por individuo (48.800).

Os resultados da nanocéria (CeO,-NP) estdo apresentados na Tabela 6. Individuos
trans-heterozigotos tratados com concentracdes de até 10 mg/mL de CeO,-NP apresentaram
aumentos significativos nas frequéncias totais de manchas mutantes, indicando que tais
nanoparticulas sdo capazes de produzir efeitos genotoxicos, mesmo na menor concentracao
testada (0,64 mg/mL). De forma semelhante ao MW e as AgNP, a nanocéria produziu um
maior nimero de manchas simples pequenas, sugerindo a acao tardia da nanoparticula sobre o
DNA. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as séries tratadas e o grupo controle
negativo nos individuos heterozigotos balanceados. A comparacdo dos dados entre as duas
progénies demonstrou que, de uma forma geral, 0s eventos mutacionais foram predominantes,

variando de 46 a 72% do efeito genotoxico total, sem demonstrar relagdo dose efeito.
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Tabela 6. Avaliacdo dos efeitos mutagénicos e/ou recombinogénicos do CeO,-NP em células somaticas de
larvas obtidas do cruzamento ST

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico® Manchas  Frequéncia
Genodtipos  N. Manchas Manchas com clone  de formagéo
e de simples simples Manchas Total de mwh de clones  Recombinagao’
Compostos  ind pequenas grandes gémeas manchas por 10°cél.
(1-2 cél)’ (>2cél)"
(mg/mL)  (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (n/NC) (%)
CeO,-NP
mwh/flr3
Contr. Neg. 60 0,65 (39) 0,05 (03) 0,02 (01) 0,72 (43) 42 1,43
0.64 60 1,22 (73) + 002 (01) - 0,02 (01) - 125 (75 + 75 2,56 53
1.6 60 087 (52) - 010 (06) i 005 (03) i 1,02 (61) + 60 2,05 28
4 60 1,00 (60) + 0,10 (06) i 0,03 (02) i 113 (68) + 68 2,32 41
10 60 083 (50) - 015 (09) i 003 (02) i 1,02 (61) + 61 2,08 54
mwh/TM3
Contr. Neg. 60 0,55 (33) 0,02 (01) 0,57 (34) 34 1,16
0.64 60 055 (33) - 0,03 (02) i 0,58 (35) - 35 1,20
1.6 60 063 (38) - 0,08 (05) i 0,72 (43) . 43 1,47
4 60 058 (35) - 008 (05) i ¢ 067 (40) . 40 137
10 60 045 (27) - 002 (01) i 0,47 (28) - 28 0,96

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicacdo. Nivel de significancia o=0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Somente manchas mwh podem ser observadas em individuos mwh/TM3, uma vez que O Cromossomo
balanceador TM3 no contém o gene mutante flr®.

Yporcentagem de recombinagdo calculada de acordo com a féormula R = 1-[(W/NC em individuos
mwh/TM3)/(n/NC em individuos mwh/flr®)]*100. C = n°® de células contabilizadas por individuo (48.800).
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5. DISCUSSAO

Nanotecnologia é um campo de pesquisa em rapida expansdo que ja produziu uma
variedade de produtos disponiveis comercialmente, incluindo cosméticos, bronzeadores,
tintas, vestimentas resistentes a manchas e aparelhos eletronicos (KAHRU e DUBOUGUIER,
2010). Além disso, devido a suas extraordindrias propriedades fisicoquimicas, as
nanoparticulas tém emergido como uma nova opcdo em metodologias para o tratamento de
cancer, na bioengenharia e na terapia génica (FIRME Il e BANDARU, 2010). A crescente
producdo e aplicagdo de nanomateriais engenheirados, embora excitantes do ponto de vista
econémico, tém provocado ampla discussdo em relacdo aos efeitos adversos e imprevistos

destes materiais sobre 0 meio ambiente e a saide humana.

Uma vez que existe uma estreita ligacdo entre alteracdes no DNA e cancer, as
nanoparticulas que sdo potentes causadoras de danos no material genético podem ser
consideradas mais propensas em promover o processo carcinogénico (KARLSSON et al.,
2008). Assim, diferentes ensaios de genotoxicidade, tanto em sistemas in vitro quanto in vivo,
tém sido realizados a fim de assegurar a biosseguranga dos novos produtos da nanotecnologia.
No entanto, os testes empregados com maior frequéncia nessas analises permitem a detecgédo
de mutacGes pontuais e aberragdes cromossomicas (LANDSIEDEL et al., 2009), havendo
ainda uma escassez de informacdes referentes a avaliagdo do potencial recombinogénico das

NPs, um importante fator que pode estar associado ao desenvolvimento de cancer.

Este trabalho é um dos primeiros a investigar diferentes espécies de nanoparticulas em
relacdo a toxicidade potencial e capacidade para induzir alteragdes genéticas por meio do teste
SMART. O teste SMART, desenvolvido por Graf e colaboradores (1984), é considerado um
teste rapido, de baixo custo e de facil execucdo, capaz de produzir resultados altamente
reprodutiveis e confidveis. A mosca da fruta, Drosophila melanogaster, utilizada como
organismo experimental, € um modelo excelente para os estudos de toxicologia e
genotoxicologia, pois apresenta um ciclo de vida curto, um pequeno nimero de cromossomos
(2n = 8) e linhagens geneticamente bem caracterizadas. Além disso, a D. melanogaster
apresenta genes com cerca de 80% de homologia aos genes humanos e o sistema enzimatico
relacionado ao citocromo P450 semelhante ao dos mamiferos, permitindo o metabolismo de

agentes xenobidticos. Além de todas essas vantagens, o teste SMART tem como trunfo a
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capacidade de detectar danos genéticos gerados tanto por mutacdo génica ou cromossémica,

quanto por recombinacdo mitotica.

Nanotubos de carbono

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que concentragcdes de até 1
mg/mL de NTC, NT, CS e MW n&o comprometem o desenvolvimento de larvas de D.
melanogaster e, portanto, ndo sdo toxicas. Resultados similares de baixo risco de toxicidade
tém sido reportados na literatura, corroborando com os resultados aqui apresentados (LEEUW
et al., 2007; LIU et al., 2009).

Leeuw e colaboradores (2007) demonstraram que a ingestdo de SWCNT dispersos em
meio de cultura (9 pg/g) pelas larvas de D. melanogaster leva a uma captacdo sistémica e a
uma distribuicdo distinta em varios tecidos e 6rgdos internos - incluindo o vaso dorsal, a
glandula salivar, os tabulos de Malpighi, os lobos cerebrais, os discos imaginais, a traquéia e
0s tecidos gordurosos - sem provocar efeitos adversos sobre o desenvolvimento larval e
fertilidade das moscas adultas. Os autores estimaram que a quantidade de nanotubos
incorporados nestes tecidos representa apenas uma pequena fragdo (10®) de nanotubos

ingeridos que atravessam a parede do intestino, a maioria é excretado.

Liu e colaboradores (2009) mostraram, por sua vez, que os efeitos dos nanotubos em
D. melanogaster pode depender, principalmente, da rota de exposicdo. Nenhum efeito foi
detectado sobre os estagios de desenvolvimento de larvas de Drosophila alimentadas com
diferentes concentracdes de SWCNT e de MWCNT (100 e 1000 pg/g de meio de cultura). No
entanto, as mesmas NPs quando expostas a seco aderiram na superficie corporal das moscas

adultas levando ao comprometimento do sistema locomotor e mortalidade.

Considerando essas evidéncias, sugerimos que a auséncia de toxicidade observada
neste estudo pode ser reflexo da via de exposicdo. Embora a quantidade de nanotubos
ingeridos ndo tenha sido mensurada, massas pretas indicando a presenca dos nanotubos no
intestino das larvas tratadas podiam ser visualizadas em lupas estereoscopicas dentro de
poucas horas de exposicdo, apds o passar do tempo, podia-se observar uma clara reducéo
desses pontos pretos (dados ndo mostrados), sugerindo que os nanotubos de fato sdo

ingeridos, mas, possivelmente, grande parte deles € excretada, resultando em baixa
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biodisponibilidade dos nanotubos nos tecidos das larvas. Apesar disso, sabe-se que efeitos
nocivos podem surgir mesmo em baixas concentragfes, sem necessariamente causar morte
celular, portanto, devem ser avaliados. Um dos efeitos mais importantes é o dano ao DNA
(KARLSSON, 2010).

Os resultados obtidos pelo teste SMART indicam que os nanotubos NTC, NT e CS
ndo induzem alteragdes no DNA de células somaticas de D. melanogaster relacionadas com
mutacdo e/ou recombinacdo. No entanto, o tratamento com 0,4 e 1 mg/mL de MW resultou
em efeitos genotoxicos, principalmente via inducdo de recombinacdo somatica que contribuiu
com até 73% no total de eventos genotdxicos observados. Uma vez que foi feita a
padronizacdo das condicdes experimentais (concentragdes, via e duracdo da exposicdo) para
todos os NTC aqui avaliados, podemos inferir que as diferencas entre os resultados do MW e
dos demais nanotubos se devem, sobretudo, as caracteristicas particulas-especificas, tais como
comprimento, estado de aglomerac&o e grau de pureza. E importante ressaltar que a estrutura
tipo “paredes multiplas”, por si so, parece ndo influenciar o potencial genotdxico dos
nanotubos avaliados, considerando que o MW possui paredes maltiplas e gerou resposta
positiva para toxicidade genética, enquanto que o NTC e o CS, também de paredes maltiplas,

ndo foram genotoxicos.

Foi demonstrado previamente por meio do ensaio Cometa que os nanotubos MW, nas
concentracdes de 1,5625 a 12,5 pg/mL, ndo induzem quebras no DNA de células V79
(fibrobastos de pulmao de hamster chinés) apds 24 horas de exposicdo. No entanto, um
aumento significativo de danos oxidativos ao DNA foi detectado em todas as concentracfes
avaliadas pelo ensaio Cometa com a utilizacdo das enzimas hOGG1 e Endo I1l. Além disso, o
MW induziu um aumento significativo na frequéncia de células micronucleadas nas
concentracdes de 6,25 e 12,5 pg/mL (detectado pelo teste de Micronucleo) ap6s 48 horas de
exposicdo, sugerindo que o MW atua como um agente clastogénico/aneugénico (FRANCHI,
2010).

Estudos sugerem gue recombinacdo muito préxima ou muito longe do centrémero
pode aumentar o risco de ndo-disjuncdo cromossomica (LAMB et al, 2005), e
consequentemente, formacao de células aneupldides. Uma vez que a maioria dos eventos
induzidos pelo MW em D. melanogaster foi de natureza recombinogénica, pode-se especular

que existe um risco aumentado de ocorréncia de ndo-disjuncdo cromossdmica apds a
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exposicdo aos nanotubos MW. Inclusive, o aumento significativo de células V79

micronucleadas relatado no estudo realizado por Franchi (2010) reforca essa suposicéo.

O potencial genotéxico do CS também foi previamente avaliado em linhagem celular
V79 por meio do teste de Microntcleo. Apds 24 horas de tratamento com 3,125 pug/mL de CS
observou-se um aumento significativo na frequéncia de pontes nucleoplasmaticas — ligacbes
continuas entre os nucleos das células binucleadas indicativas da ocorréncia de quebras e
rearranjos cromossdmicos. Curiosamente, nas concentracbes mais elevadas (6,25 e 12,5
pg/mL) nenhum efeito foi detectado (FRANCHI, 2010). De forma semelhante, concentracées
elevadas de CS também ndo produziram efeitos genotdxicos em D. melanogaster. Em relacéo
aos nanotubos NTC e NT, este é o primeiro trabalho a abordar a genotoxicidade potencial dos

mesmaos. Por isso, ndo e possivel fazer uma comparacéo direta de resultados.

Uma propriedade inerente de muitos nanomateriais € a sua hidrofobicidade, ou seja,
uma tendéncia para se aglomerar em meio aquoso. Muller e colaboradores (2008) realizaram
dois experimentos independentes para avaliar o potencial genotoxico de MWCNT em ceélulas
epiteliais humanas (MCF-7) por meio do teste de Micronucleo e, em um primeiro momento,
foi observado um aumento significativo na frequéncia de células micronucleadas apds 48
horas de exposicdo a concentracdes de 10, 25 e 50 pg/mL de MWCNT. No entanto, no
segundo experimento, somente a menor concentracdo de nanotubos (10 pg/mL) foi capaz de
induzir aumento significativo na frequéncia de micronucleos. Os autores sugerem que a
auséncia de efeito dose resposta pode estar relacionada a distribuicdo heterogénea de
aglomerados de nanotubos no meio de cultura, o que afetaria a dose de material entregue as

células alvo.

Mouchet e colaboradores (2008) observaram que elevadas concentracdes de nanotubos
de parede dupla (10, 100 e 500 mg/mL) ndo induzem aumento na frequéncia de eritrocitos
micronucleados em larvas de Xenopus laevis. Segundo os autores, grandes aglomerados
podem ser formados, especialmente em elevadas concentracGes, o que dificulta a captacdo das

particulas pelas células e afeta, consequentemente, a resposta celular.

Embora concentracdes de 10, 60 e 100 pg/cm® de uma mistura de nanotubos contendo
>50% de SWCNT tenham induzido um aumento na frequéncia de micronucleos em células
epiteliais pulmonares (BEAS-2B), ndo foi observado um efeito dose dependente. Os autores

também discutem que o aumento do tamanho dos aglomerados em doses maiores pode
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comprometer a captacdo pelas células e que, grandes aglomerados podem ter menor efeito

sobre as células do que pequenos aglomerados (LINDBERG et al., 2009).

Considerando as evidéncias dispostas na literatura, podemos levantar as seguintes
hipGteses para explicar os resultados negativos obtidos no teste SMART: (i) sob condicdes
fisiolégicas, os nanotubos NTC, NT e CS formam aglomerados maiores que 0s nanotubos
MW, portanto, sdo internalizados menos eficientemente pelas células ou ndo sdo
internalizados, (ii) caso sejam internalizados, os grandes aglomerados de NTC, NT e CS séo
menos reativos, pois a porcentagem de 4&tomos na area superficial das particulas reduz com o
aumento do tamanho dos aglomerados, (iii) os nanotubos NTC, NT e CS podem ter causado
pequenas alteracbes no DNA, mas que ndo permaneceram apos as divisdes celulares (danos
reparados), dessa forma, ndo podem ser detectadas pelo SMART, (iv) os nanotubos NTC, NT
e CS ndo induzem alteracdes genéticas do tipo mutacdo e/ou recombinacdo devido as suas

propriedades fisicoquimicas.

Nanoparticulas de prata

A exposicdo cronica de larvas de D. melanogaster a diferentes concentragfes de
nanoparticulas de prata ndo resultou em toxicidade, como apontam os resultados obtidos pelo
teste SMART, somente uma reducdo da pigmentacdo corporal foi observada em individuos

expostos a 10 mg/mL de AgNP (dados ndo mostrados).

Gorth e colaboradores (2011) demonstraram que AgNP de 20-30 e 100 nm de
tamanho em concentracdes de até 100 ppm ndo comprometem a capacidade das larvas de D.
melanogaster se desenvolverem em pupa e moscas adultas. NOs estendemos a concentracéo
para 10 mg/mL de AgNP (10000 ppm) e obtivemos resultados semelhantes. Como discutido
anteriormente, embora uma fracdo das nanoparticulas ingeridas seja internalizada pelas
células, provavelmente, a maioria é excretada, resultando em baixa biodisponibilidade de

AgNP nos tecidos, o que poderia explicar a auséncia de toxicidade crénica neste estudo.

Panacek e colaboradores (2011) conduziram testes de toxicidade aguda e crénica de
AgNP em D. melanogaster utilizando AgNP na forma de dispersdo sélida
(microencapsulagdo em manitol). A concentracdo de 10 mg/mL ndo apresentou efeito toxico

agudo em nenhum dos estdgios de desenvolvimento, nem prolongou o tempo de
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desenvolvimento da Drosophila. Os numeros de larvas, pupas e moscas eclodidas foram
comparaveis com aqueles obtidos nos grupos néo tratados, corroborando os resultados obtidos
no presente estudo. O efeito toxico agudo s6 foi observado nas concentragdes de 20-100
mg/mL. J& o ensaio de toxicidade cronica, avaliada por oito gera¢des de Drosophila (F1-F8),
indica que a exposicdo as AgNP (5 mg/mL) ndo afeta o numero de moscas eclodidas na
geracdo F1, mas compromete a fertilidade das geracdes F2 e F3. Curiosamente, a capacidade
de reproducdo foi restabelecida nas geracGes subsequentes (F4-F8), sugerindo uma possivel
adaptacdo das moscas a exposicdo as AgNP. Em todas as situacfes, tanto na exposicdo
crénica quanto na aguda, notou-se uma reducdo da pigmentacdo corporal de moscas adultas,

assim como foi observado em nosso estudo.

Key e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento de moscas adultas com
AgNP (~90 a 9000 ppm) ndo afeta a sua fertilidade (avaliada pela contagem de ovos postos).
No entanto, quando as larvas F1 foram expostas a concentracbes maiores que 1800 ppm de
AgNP, somente uma pequena porcentagem (13-40%) progrediu para fase de pupa. Além
disso, notou-se uma reducdo da longevidade das moscas sobreviventes, comprometimento da
habilidade locomotora e pigmentacdo corporal reduzida. Os autores sugerem que a
despigmentacdo corporal pode ser resultado da interferéncia direta das AgNP nos niveis de
dopamina (envolvidos na via de melanizacdo) e dos niveis elevados de estresse oxidativo.
Posgai e colaboradores (2011) também verificaram uma reducéo significativa na pigmentagédo

corporal de moscas adultas apds o tratamento de larvas com 30 pg/mL de AgNP.

O potencial genotoxico de AgNP foi avaliado em alguns trabalhos e, na maioria deles,
verificou-se a participacdo do estresse oxidativo na toxicidade genética induzida pelas AgNP
(ASHARANI et al., 2009; KIM et al., 2011; PANDA et al., 2011). Em D. melanogaster, mais
especificamente, observou-se que concentracdes equivalentes a 50 ¢ 100 ug/mL de AgNP
induzem estresse oxidativo, aumento dos niveis da proteina p53 (marcador de danos ao DNA)
e de proteinas envolvidas na via apoptotica. Os autores sugerem que 0 estresse oxidativo
induzido pelas nanoparticulas pode resultar em danos ao material genético e, por fim, em
apoptose (AHAMED et al., 2010).

Embora as AgNP possam causar danos ao DNA indiretamente, via estresse oxidativo,
interacdo direta AQNP-DNA também pode ocorrer. Neste estudo, observou-se que 10 mg/mL
de AgNP (<100 nm) gera alteracOes genéticas em células de D. melanogaster, principalmente

via inducdo de recombinacdo somatica. Demir e colaboradores (2010) apresentaram
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resultados semelhantes por meio do teste SMART - concentragdes de 1-10 mM de AgNP
(<60 nm) promoveram genotoxicidade, sendo que a recombinacdo mitotica foi o mecanismo

preponderante — 0 que apdia nossos resultados.

Estudo anterior avaliou o potencial genotdxico do mesmo tipo de AgNP analisado no
presente trabalho. Utilizando o ensaio Allium cepa os autores demonstraram que 0 aumento
das concentracdes de AgNP (50, 75 e 100 ppm) promovem uma reducdo significativa do
indice mitético (MI). Além disso, as nanoparticulas causaram disturbios na metafase,
viscosidade cromossdmica (indicando degradacéo ou despolimerizacdo de DNA), induziram a
formacdo de pontes de cromatina, quebras cromossémicas e, em 100 ppm, causaram a
desintegracdo completa da parede celular (KUMARI et al., 2009). Juntos, os resultados
corroboram a capacidade das AgNP de afetar a estabilidade e a integridade genética

AshaRani e colaboradores (2009) sugerem que a deposicao de AgNP nas mitocondrias
pode comprometer a cadeia transportadora de elétrons, resultando na producdo de EROs e
baixa sintese de ATP. Como o ATP € requerido por uma cascata de eventos que envolvem a
fosforilacdo de proteinas reparadoras de DNA danificado, presume-se que a reducdo no
contetdo de ATP pode comprometer o reparo dos danos genéticos gerados pela exposicdo as

nanoparticulas.

Partindo desse pressuposto, acredita-se que a quantidade de AgNP que penetrou nas
células dos discos imaginais das asas apds o tratamento com concentracdes inferiores a 10
mg/mL ndo foi suficiente para afetar o funcionamento normal das mitocondrias, causar
estresse oxidativo e/ou causar danos no DNA. A pigmentacdo corporal ndo foi reduzida
nesses individuos, o que reforca a idéia de que ndo houve inducdo significativa de estresse
oxidativo. Caso pequenas alteracfes genéticas tenham ocorrido, a maquinaria celular foi
eficiente em reparé-las. Contrariamente, na concentracdo de 10 mg/mL a despigmentacdo das
moscas adultas foi evidente, sugerindo niveis elevados de estresse oxidativo que, por sua vez,
pode estar associado ao mau funcionamento mitocondrial. As alteracdes no DNA induzidas
pelas AgNP ndo puderam ser reparadas e foram expressas na forma de pélos mutantes sobre

as asas da D. melanogaster.
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Nanoparticulas de Diéxido de Cério

Assim como 0s nanotubos de carbono (NTC, NT, CS e MW) e as nanoparticulas de
prata (AgNP), o tratamento das larvas de D. melanogaster com CeO,-NP (0,64-10 mg/mL)
ndo comprometeu o desenvolvimento para o estagio adulto, indicando auséncia de toxicidade.
Possivelmente, este resultado também é reflexo da pequena quantidade de nanoparticulas
incorporadas aos tecidos das larvas apds a ingestdo. No entanto, entre todas as nanoparticulas
analisadas, a nanocéria foi a mais eficiente em causar alteracfes genéticas do tipo mutagdo e
recombinacdo mitética. Mesmo na menor concentragdo, observou-se um aumento

significativo de manchas mutantes quando comparado com o grupo controle negativo.

Comparando os dados entre as duas progénies, mwh/flr® e mwh/TM3, notou-se que a
inducdo de recombinacdo mitotica variou de 28 a 54% do efeito genotdxico total sem
demonstrar relacdo dose efeito, o que significa que a indug@o dos eventos mutacionais variou
de 46 a 72%, contribuindo mais significativamente para o efeito genotoxico da nanocéria.
Levando em consideracdo que existe uma ingestao desigual de CeO,-NP dispersas no meio de
cultura pelas larvas de D. melanogaster, podemos supor que a quantidade de nanoparticulas
que chega as células dos discos imaginais das asas também € desigual, o que poderia explicar

a auséncia de dose efeito.

Huang e colaboradores (2010) demonstraram que D. melanogaster adultas alimentadas
com diferentes concentracdes de sulfato cérico (4, 16, 64, 256, 1024 mg/mL) correspondentes
as concentracgdes de 1,65, 6,91, 26,3, 104 e 429 ug/g de cério no meio de cultura apresentaram
reducdo da expectativa de vida, bem como reducdo da fertilidade, especialmente nas
concentragdes maiores que 6,91 pg/g. Adicionalmente, foi relatado um aumento dos niveis de
MDA e reducdo das atividades dos antioxidantes superdxido desmutase e catalase, sugerindo
gue a exposicdo ao cério pode resultar em toxicidade oxidativa. Trabalhos in vitro mostraram
resultados semelhantes em relacdo a capacidade das nanoparticulas de CeO, de induzir danos
celulares via estresse oxidativo (LIN et al., 2006; PARK et al., 2008).

Poucos trabalhos sobre o potencial genotoxico das nanoparticulas de CeO, estdo
disponiveis na literatura, o que dificulta a comparacdo dos resultados. Demonstrou-se que 1
pg/mL de CeO,-NP de diferentes tamanhos (15 e 30 nm) induzem quebras no DNA do
crustaceo de dgua doce Daphnia magna e da larva do mosquito aquéatico Chironomus riparius

(LEE et al., 2009). Pierscionek e colaboradores (2011) sugerem que tempo de exposi¢do pode
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ter um efeito maior que a concentragdo sobre o potencial genotdxico da nanocéria, pois 0s
resultados obtidos pelo ensaio Cometa demonstraram que concentragdes de 20 e 100 pg/mL
de CeO,-NP induziram um aumento no nimero de quebras no DNA de células epiteliais do

cristalino humano somente apds 72 horas de exposi¢cdo, mas ndao em 48 horas.

A capacidade do cério de alternar entre os estados de oxidacdo Ce** e Ce*3, aumenta o
potencial das nanoparticulas de CeO, de converter os produtos metabo6licos do oxigénio
molecular, como o peroxido de hidrogénio, em radicais hidroxil segundo a reacéo tipo Fenton:
Ce" + H,0, + H" — Ce*™ + OHe + H,0O (HECKERT et al., 2008). Os radicais hidroxil
altamente reativos podem, por sua vez, induzir danos no DNA do tipo quebras uni ou
bifilamentar, formac&o de adutos e ligagOes cruzadas (SINGH et al., 2009).

Considerando que no teste SMART somente dois loci génicos podem expressar
mutacOes pontuais (FRANCHI et al., 2009), e possivel inferir que a mutagenicidade relatada
estd, provavelmente, mais relacionada com as aberracdes cromossdmicas. O aumento da
producdo de radicais hidroxil pelas CeO,-NP poderia induzir multiplas quebras nas fitas de
DNA, resultando na perda de fragmentos cromossémicos contendo um dos marcadores
selvagens, mwh* ou flr¥*, o que explicaria, pelo menos em parte, a elevada frequéncia de
manchas mutantes simples oriundas por eventos mutacionais ap0s o tratamento das larvas de

D. melanogaster com a nanocéria.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foi proposta deste trabalho a investigacdo do potencial toxico e genotdxico de
diferentes espécies de nanoparticulas utilizando o sistema teste SMART que avaliou,
simultaneamente, dois parametros genéticos estreitamente relacionados com 0 processo

carcinogénico: a mutacao e a recombinagdo. Demonstrou-se que:

I) nenhuma das nanoparticulas nas concentracOes utilizadas foram téxicas a Drosophila
melanogaster, possivelmente devido a baixa biodisponibilidade dos materiais nos
tecidos e 6rgdos internos da mosca da fruta apds a ingestéo;

I1) os nanotubos de carbono NTC, NT e CS ndo induziram efeito genotoxico — do tipo
mutacdo pontual, aberracbes cromossdémicas ou recombinagdo mitdtica — em
Drosophila melanogaster apos o tratamento das larvas com 0,064, 0,16, 0,4 e 1
mg/mL de nanoparticulas;

[11)as duas maiores concentragdes do nanotubo MW (0,4 e 1 mg/mL) foram capazes de
induzir alteragdes genéticas, principalmente por recombinagdo mitotica;

IVV)somente a concentracdo mais elevada de AgNP (10 mg/mL) promoveu alteracdes no
DNA. A contribuicdo da recombinacdo no total de eventos genotoxicos induzidos
foi de 61%;

V) CeO,-NP sdo capazes de produzir efeitos genotoxicos em todas as concentragcdes
testadas (0,64 — 10 mg/mL). De uma forma geral, os eventos mutacionais foram
predominantes, variando de 46 a 72% do efeito genotoxico total, sem demonstrar

relacdo dose efeito.

Apesar das nanoparticulas serem semelhantes em relacdo ao tamanho em nanoescala e
grande area superficial, isso ndo significa que sao similares em relacdo a outras propriedades
importantes. A constituicdo quimica, forma, carga superficial, funcionalizacdo, estado de
aglomeracdo e grau de pureza, tornam cada nanoparticula Unica e, provavelmente, com efeitos

bioldgicos Unicos, o que justifica as pesquisas na area de nanotoxicologia.

Foi demonstrado que nanoparticulas constituidas de carbono, prata e dioxido de cério
apresentam potenciais genotoxicos distintos em um sistema bioldgico in vivo. Este trabalho,
enquanto pesquisa basica, espera contribuir como alicerce para outras descobertas que
oferecam formas para minimizar os efeitos indesejaveis das nanoparticulas e tornar o uso mais

seguro.
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