2° COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO
2° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS

ESTUDO DA GENOTOXICIDADE DE NANOMATERIAIS
EM Drosophila melanogaster
Queila Susana Gambim Kotzal*
Tatiane RochaCardozo?
Raine Fogliati de Carli?
Allan Seeber*
Wiladimir Hernandez Flores *
Mauricio Lehmann °
Rafael Rodrigues Dihl°
Resumo

Com o aumento da utilizacdo da nanotecnologia na industria e a dispersdo das nanoparticulas
no ambiente, tornou-se essencial que o potencial toxicoldgico destes materiais fosse avaliado.
Nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) sdo utilizadas em aplica¢des industriais, em produtos
de uso diario, bem como cosméticos e protetores solares. Considerando a falta de estudos in
vivo sobre a toxicidade genética de NPs de ZnO, este estudo avaliou seu potencial genotdxico
no teste SMART de asa em Drosophila melanogaster. Os resultados demonstraram um
aumento significativo na frequéncia de clones mutantes das moscas expostas a concentracao
de 1,2 mg/mL. A genotoxicidade observada esta associada a eventos mutacionais e/ou

recombinacionais, ja que sdo os parametros genéticos detectados no teste SMART.
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INTRODUCAO

Tendo em vista novas pesquisas com materiais nanométricos, houve a necessidade de
nomear uma nova ciéncia, a Nanotecnologia. Esta linha de pesquisa aborda conceitos que
envolvem a sintese de diferentes materiais resultando na utilizagcdo do produto final na escala
nanomeétrica. Este novo enfoque tecnologico tem despertado muitas expectativas em relacao
aos possiveis impactos dentro do contexto ambiental, de como podem alterar parametros
biologicos e o quanto estes influenciam na preservacdo da vida e do ecossistema
(DONALDSON et al., 2004; BONACCORSI et al., 2006).

A importancia de pesquisar diferentes materiais e suas estruturas, ndo s na escala
macro mas agora na escala nanométrica, é essencial para o desenvolvimento tecnoldgico.
Devido ao fato de os nanomateriais (NMs) terem suas dimensdes reduzidas, as quais estdo
estabelecidas entre 1 e 100 nanémetros (nm), tomam configuracdes fisico-quimicas
diferentes, adquirindo novas propriedades (NEL et. al., 2006).

Nanomateriais (NM) estdo sendo usados em diversos produtos comerciais, como
plasticos, roupas, cosméticos, eletrodomésticos e até mesmo em alimentos. Suas aplicacdes se
estendem para as areas biomédicas, da saude, do diagndstico, além da utilizacdo de
nanocapsulas como carreadores na distribuicdo de substancias/medicamentos em diferentes
terapias. Além disso, existe uma grande demanda na industria de cosméticos, de eletrdnicos e
téxtil (LOURO et al., 2013). Em virtude disso, a indUstria tem gerado produtos em larga
escala e que estdo sendo empregados como matéria-prima, tornando inevitavel sua presenca
no ambiente (RENN et al., 2006; CRANE et al., 2008).
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As nanoparticulas (NPs) estdo sendo liberadas sem controle no ambiente, interagindo
com diferentes compartimentos ambientais, podendo facilmente atravessar as barreiras
celulares devido as suas caracteristicas nanométricas (DAUGHTON, 2004; MOORE, 2006).
A caracterizagdo, incluindo a distribuicdo de tamanho, forma, area superficial, cristalinidade,
porosidade, estado de aglomeracéo, carga superficial, solubilidade a correlagdo entre as suas
propriedades fisico-quimicas e os efeitos bioldgicos sdo fundamentais para esclarecer 0s
processos genotoxicos (LI et al., 2003, 2008). Contudo, este desenvolvimento exponencial
contrasta com a insuficiente avaliacdo de risco para a salde humana e para o ambiente
(NOWACK et al., 2007).

As NPs mais conhecidas e utilizadas comercialmente sdo os 6xidos metalicos, como o
oxido de titanio (TiO,), 6xido de aluminio (Al,O3), 6xido de zinco (ZnO), 6xido de cério
(Ce0,), zircdnia (ZrOy) e oxido de ferro (Fe,O3 e Fe304), que sdo empregadas na fabricacdo
para catalises, como sensores ou materiais eletrénicos e nas remediacGes ambientais devido as
suas diversas propriedades Opticas, magnéticas, elétricas, mecénicas, morfologicas e de
adsorcdo. Dentre as principais aplicacbes podemos destacar a indUstria dos cosméticos, como
0s protetores solares, onde as NPs utilizadas tem aproximadamente 10 nm sendo as NPs de
oxido de titanio (TiO,) e 6xido de zinco (ZnO) as mais utilizadas (NOHYNEK et al., 2007;
2012).

Diversos modelos bioldgicos tém sido propostos para avaliar a toxicidade dos NMs.
Tanto ensaios in vitro como in vivo tém sido amplamente utilizados. Inicialmente, modelos in
vitro fornecem um meio rapido e eficiente para avaliar NPs para uma serie de parametros
toxicologicos (KARLSSON et al., 2010).

Dentro deste contexto, as NPs de 6xido de zinco (ZnO) estdo sendo usadas em todo o
mundo em produtos de consumo e aplicacdes industriais. Possuem alto indice de refracédo e
brilho, sdo regularmente utilizadas como pigmentos de clareamento e apresentam
propriedades especificas que permitem a aplicacdo em produtos comerciais, tais como tintas e
agentes de brangueamento nos produtos alimentares. Por sua estrutura, sdo amplamente
utilizadas em cosméticos, cuidados com a pele e produtos de protecdo solar (NOHYNEK et
al., 2007; 2012).

Em seu trabalho, Zhu et al. (2008) realizaram testes in vivo para analisar o efeito das
NPs de 6xido de Zinco (ZnO) lancadas no ambiente aquatico. Os autores utilizaram embrifes
do peixe Danio rerio para avaliar os efeitos toxicos sobre o desenvolvimento destes
individuos em suspens@es aquosas por um periodo de 96 horas. Foram avaliados parametros
toxicologicos como sobrevivéncia dos embrides, a taxa de eclosdo e caracteristicas
fisiologicas e morfoldgicas, tais como diferentes malformacgdes devido a exposicdo as NPs.
Os resultados mostraram que as NPs de ZnO foram capazes de atrasar o desenvolvimento dos
embrido de Danio rerio, diminuindo a sua sobrevivéncia e eclosdo, causando danos aos
tecidos. Em outro estudo, utilizando diferentes organismos aquaticos, foram verificados
efeitos toxicos, quando os organismos Vibrio fischeri, Daphnia magna e Tamnocephalus
platyuru foram expostos a NPs de ZnO (HEINLAAN et al., 2008).

Neste sentido, considerando a escassez de informacgbes relacionadas a acéo
genotoxica in vivo de NPs de ZnO , somado a auséncia de dados referentes a sua atividade
recombinogénica, o presente estudo utilizou o Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinacdo Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster para avaliar a acéo
mutagénica e recombinogénica da NP de éxido de Zinco.



METODOLOGIA

A NPs de oOxido de Zinco foram sintetizadas no laboratério de Materiais
Nanoestruturados -Departamento de Engenharia Energias Renovaveis da Universidade
Federal dos Pampas, Campus Bagé- RS (UNIPAMPA).

O Teste SMART de asa fornece uma rapida avaliacdo do potencial de um agente
fisico, quimico ou bioldgico induzir a perda da heterozigosidade, relacionada a inducgéo de
mutacdo génica e/ou cromossdmica e recombinacdo homdloga somatica. Esse ensaio faz uso
de dois marcadores recessivos, pelos maltiplos (mwh 3-0.3) e flare (flr®, 3-38.8), utilizando o
cruzamento padrdo que apresenta niveis basais de enzimas de metabolizacdo do tipo
citocromo P450 e o cruzamento aprimorado, que apresenta niveis aumentados de enzimas
desse complexo. O teste baseia-se na identificacdo de pelos com fenétipo mutante que
representam a expressao fenotipica da ocorréncia de lesdes em nivel de DNA. Os tricomas
mutantes organizam-se em manchas e os diferentes tipos de manchas sdo designados como
simples mwh ou fIr®, quando apenas um dos marcadores se expressa, ou como manchas
gémeas, quando tanto pelos multiplos (mwh), como pelos com a base alargada (flr’) est&o
presentes dentro de uma mesma mancha (GRAF et al., 1984).

Os cruzamentos foram realizados em massa (80 fémeas: 40 machos), durante 3 dias,
em vidros contendo meio de cultura padréo. Apos este periodo, os casais foram transferidos
para tubos de ¥ L contendo meio de ovoposi¢do, onde permaneceram por 8h. Passado este
tempo, os adultos foram descartados. Depois de 72h do inicio do periodo de ovoposicdo,
foram coletadas larvas de terceiro estadio por flotacdo em agua destilada.

As larvas obtidas do cruzamento padréo foram colocadas em frascos contendo 0,75 g
de meio sintético, onde foram acrescentados 3 mL das solucdes, sendo submetidas ao
tratamento cronico expostas as diferentes concentragdes de NP de ZnO. A solucdo contendo
as NPs foi preparada utilizando agua destilada, que também foi usada como controle negativo.
Como controle positivo foi utilizado uretano 20 mM. Todos os adultos nascidos foram
conservados em etanol 70%. Posteriormente, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram
submetidas a montagem de laminas de vidro, contendo cinco pares de asas de machos e cinco
pares de asas de fémeas. Foram analisados 30 individuos de cada tratamento, sendo
observados os fendtipos mutantes em microscopio optico com aumento de 400 x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacdo da genotoxicidade das NPs de ZnO foram testadas quatro diferentes
concentracgdes, 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 mg/mL no SMART. Tais concentracGes foram determinadas
a partir de experimento piloto, onde foram escolhidas doses que garantiram a sobrevivéncia
de no minimo 50% das moscas. Os dados obtidos em dois experimentos independentes foram
agrupados, uma vez que ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.

Os resultados obtidos no cruzamento padrdo apds exposicdo crbnica das larvas aos
tratamentos estdo demonstrados na tabela 1.



Tabela 1 - Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr®) no cruzamentos
padrdo apds exposicdo cronica de larvas de 3° estadio a diferentes concentragdes (mg/mL) de NPs de ZnO

Cruzamento e No. de Manchas por mosca (n°. de manchas) diagnéstico estatistico® Total de
Tratamentos moscas (N) manchas mwh®
Manchas Manchas Manchas Total de
simples simples gémeas manchas®
pequenas® grandes” m=5 m=2
(1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5
mwh/flr3
CN 30 1,07 (32) 0,03 (01) 0,03 (01) 1,13 (34) 34
0,15 30 1,33 (40) - 0,30 (09) + 0,00 (00) i 1,63 (49) i 45
0,3 30 0.67 (20) - 0,10 (03) i 0,00 (00) i 0,77 (23) - 23
0,6 30 0.63 (19) - 0,17 (05) i 0,10 (03) i 0,90 (27) - 26
1,2 30 2,40 (72) + 0,33 (10) + 0,07 (02) i 2,80 (84) + 82
CcpP 10 23,10 (231) + 4,10 (41) + 3,00 (30) + 30,20 (302) + 285

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): —, negativo, +, positivo, i, inconclusivo. P<0.05. PIncluindo manchas simples
fIr® raras. Foram considerados apenas os clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.’CN, controle negativo: agua
destilada. °CP, controle positivo: Uretano 20mM.

No que se refere aos resultados de genotoxicidade, NPs de ZnO induziram aumentos
significativos de clones mutantes para o total de manchas dos individuos trans-heterozigotos,
quando comparado ao respectivo controle negativo. Os resultados positivos foram observados
na concentracao de 1,2 mg/mL, evidenciando que ocorreram alteracdes no material genético
das células somaticas de Drosophila melanogaster. Em contrapartida, houve resposta negativa
observada nas menores concentragdes avaliadas, 0,15; 0,3 e 0,6 mg/mL.

As NPs de ZnO tém sido relatadas em alguns trabalhos por seu potencial citotoxico e
genotoxico em celulas eucarioticas na qual diversos pesquisadores investigaram o potencial
genotoxico das NPs de ZnO em células de figado humano (HepG2) (SHARMA et al., 20009,
2012; OSMAN et al, 2010). Os resultados desse trabalho mostraram que houve
genotoxicidade dependente do tempo de exposi¢do no ensaio cometa.

Devido ao seu tamanho extremamente pequeno, NPs de ZnO podem interagir
diretamente com macromoléculas, como o DNA. O principal mecanismo indutor de lesGes
parece estar associado com o estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica. Sharma et al. (2009)
demonstraram que NPs de ZnO foram genotdxicas em células epidermais humanas (A431)
por meio da inducdo de espécies reativas de oxigénio.

Considerando que danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio estdo
relacionados com a inducdo de quebras de fita de DNA, é possivel que o resultado positivo
observado neste estudo esteja associado a um aumento na frequéncia de recombinacédo
homologa (RH) nas ceélulas proliferativas das larvas de terceiro estadio de Drosophila
melanogaster.

RH € um dos principais processos de alteracGes genéticas envolvidas na génese e
progressdao do cancer e ocorre com mais frequéncia em células proliferativas (BISHOP;
SCHIESTL, 2001). Individuos que apresentam doencas associadas a maior predisposicao para
o desenvolvimento de cancer apresentam alta instabilidade genética e elevada taxa de RH
(BISHOP; SCHIESTL, 2003). Portanto, este parametro é fundamental para ampliar o
entendimento sobre 0s mecanismos associados a genotoxicidade de NPs de ZnO.

CONCLUSAO



Devido ao grande investimento das industrias tecnoldgicas e crescimento exponencial
da producdo nanotecnoldgica, € fundamental a investigacdo destes materiais com vistas ao seu
potencial toxico e genotoxico. Os resultados deste estudo demonstraram que as NPs de ZnO,
em concentragcdes maiores, sdo genotoxicas para as larvas de Drosophila melanogaster. Mas
para que seja possivel quantificar a real contribuicdo dos eventos recombinacionais para a
genotoxicidade das NPs de ZnO, é preciso que esta avaliagdo deva ser ampliada para a analise
dos individuos heterozigotos TM3.
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