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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 niquel (NiO) séo utilizadas em aplicagcdes 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 NiO, este estudo avaliou seu potencial
genotoxico no teste SMART de asa em Drosophila melanogaster. Os resultados
demonstraram um aumento significativo na frequéncia de clones mutantes das moscas
expostas a todas as concentracdo no cruzamento padrdo e no cruzamento aprimorado somente
na concentracdo de 21 mg/mL. A genotoxicidade observada estd associada a eventos
mutacionais e/ou recombinacionais, ja que sdo 0s parametros genéticos detectados no teste
SMART.
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Introducéo

O aumento das pesquisas com materiais em escala nanométrica levou ao
desenvolvimento de uma nova ciéncia, a nanotecnologia, que tem por objetivo acompanhar
desde o processo de sintese até a utilizacdo de nanomateriais (NMs) em diferentes produtos
(DONALDSON et al.,, 2009). Este novo enfoque tecnoldgico tem despertado muitas
expectativas em relacdo aos possiveis impactos dentro do contexto ambiental, de como podem
alterar parametros bioldgicos e o quanto estes influenciam na preservacdo da vida e do
ecossistema (BONACCORSI et al., 2006).

A importancia de pesquisar diferentes materiais e suas estruturas, ndo s6 na escala
macro mas agora na escala nanométrica, é essencial para o desenvolvimento tecnolégico.
Devido ao fato de os nanomateriais (NMs) terem suas dimensdes reduzidas, estabelecidas
entre 1 e 100 nanémetros (nm), suas propriedades diferem no que diz respeito a sua situacdo
fisica, quimica e bioldgicas quando comparadas as que estdo em uma escala maior
(SEKHON, 2014). Estes 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).
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Com o avanco industrial, 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 tornando-se
necessario um levantamento quanto a sua toxicidade, pois estes dados permanecem
desconhecidos (GUTIERREZ et al., 2015; VALDIGLESIAS et al., 2016). A caracterizagéo,
incluindo a distribuicdo de tamanho, forma, area superficial, cristalinidade, porosidade, estado
de aglomeracao, carga superficial, solubilidade a correlacdo entre as suas propriedades fisico-
quimicas e os efeitos bioldgicos sdo fundamentais para esclarecer 0s processos genotdxicos
(L1 et al., 2008).

Assim, para avaliar a toxicidade e a genotoxicidade dos nanomateriais, estdo sendo
empregados tanto ensaios in vivo como in vitro. Dentre 0s ensaios relatados na literatura
destacam-se 0 ensaio cometa, teste de micronulcleos, teste de aberragfes cromossoémicas e o
teste de Ames (MAGDOLENOVA et al., 2014).

Dentro deste contexto, as NPs de 6xido de niquel (NiO) estdo sendo usadas em todo
0 mundo em produtos de consumo e aplica¢des industriais. Suas caracteristicas incluem um
alto nivel de energia de superficie, alto magnetismo, baixo ponto de fusdo, grande area
superficial e baixo ponto de combustdo, na qual permite sua aplicacdo em produtos
comerciais, tais como catalisadores quimicos, sensores, filme eletrocrémico, dispositivos de
armazenamento de energia, eletrodos de baterias, tintas de impressdo, aditivo de combustivel
e sensores de materiais magnéticos (SALVADORI et al., 2014, DUAN et al., 2015).

Estudos realizados in vitro utilizando células brénquicas epiteliais humanas (BEAS-
2B) em testes de citotoxicidade com NiO, pode-se observar uma diminuicdo de viabilidade
celular com aumento na inducdo de apoptose (DUAN et al., 2015) Lu et al. (2015) também
avaliaram o potencial citotoxico de NPs de NiO na linhagem célular A549. Neste estudo
concluiu-se que esta NP diminuiu a viabilidade celular, produziu altas concentracées de EROs
e induziu apoptose nesta linhagem.

Neste sentido, considerando a escassez de informacgdes relacionadas a acéo
genotoxica in vivo de NPs de NiO , somado a auséncia de dados referentes a sua atividade
recombinogénica, o presente estudo utilizou o Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinagcdo Somaética (SMART) em Drosophila melanogaster para avaliar a agdo
mutagénica e recombinogénica das NPs de o0xido de niquel.

Metodologia

A NPs de o6xido de niquel 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 biolégico induzir a perda da heterozigosidade, relacionada a inducéo de
mutacdo génica e/ou cromossdmica e recombinacdo homdloga somatica. Esse ensaio faz uso
de dois marcadores recessivos, pelos mltiplos (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 fendtipo mutante que
representam a expressdo 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 flr®, quando apenas um dos marcadores se expressa, ou como manchas
gémeas, quando tanto pelos maltiplos (mwh), como pelos com a base alargada (fIr®) estdo
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 padrdo. Apos este periodo, os casais foram transferidos
para tubos de ¥4 L contendo meio de ovoposicdo, onde permaneceram por 8h. Passado este



tempo, os adultos foram descartados. Depois de 72h do inicio do periodo de ovoposicéo,
foram coletadas larvas de terceiro estadio por flotacdo em &gua 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 concentracdes de NP de NiO. A solucdo contendo
as NPs foi preparada utilizando &gua 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 fenotipos mutantes em microscopio 6ptico com aumento de 400 Xx.

Resultados e Discussao

Para a avaliagdo da genotoxicidade das NPs de NiO foram testadas cinco diferentes
concentragdes, 1,31; 2,62; 5,25; 10,5 e 21 mg/mL no SMART. Tais concentracdes 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 e aprimorado apds exposi¢do crbnica
das larvas aos tratamentos estdo demonstrados, respectivamente, nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr3) no cruzamento
padréo apds exposicdo cronica de larvas de 3° estadio a diferentes concentragdes (mg/mL) de NPs de NiO.

Manchas por mosca (n°. de manchas) diagnéstico estatistico?

Manchas

Cruzamento e No. de - Manchas
Tratamentos moscas (N) ;'ergﬂiensasb simples Manchas Total de Total de
. grandes” gémeas manchas” manchas mwh
(1-2 células) ) _ ~
m=2 (>2 células) m=5 m=2
m=5
mwh/flr3
CN 50 0.58 (29) 0.10 (05) 0.00 (00) 0.68 (34) 34
131 50 1.10 (55) + 0.14 (07) i 0.02 (01) i 1.26 (63) + 63
2,62 50 1.00 (50) + 0.12 (06) i 0.06 (03) i 1.18 (59) + 59
5,25 50 1.12 (56) + 0.14 (07) i 0.10 (05) i 1.36 (68) + 68
105 50 0.88 (44) i 0.10 (05) i 0.04 (02) i 1.02 (51) + 51
21 50 0.92 (46) + 0.10 (05) i 0.04 (02) i 1.06 (53) + 53
cp 10 5.40 (54) + 0.70 (07) + 0.10 (01) i 6.20 (62) + 62

®Diagnostico 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: &gua
destilada. °CP, controle positivo: Uretano 20mM.

No que se refere aos resultados de genotoxicidade, no cruzamento padrdo as NPs de
NiO induziram aumentos significativos de clones mutantes para o total de manchas dos
individuos trans-heterozigotos, quando comparado ao respectivo controle negativo, em todas
as concentracOes testadas, evidenciando que ocorreram alteragdes no material genético das
células somaticas de Drosophila melanogaster. Em contrapartida, no cruzamento aprimorado
somente a maior concentracdo apresentou resultado positivo. A resposta negativa observada
nas menores concentracGes avaliadas demonstrou que, possivelmente, os altos niveis de
enzimas de metabolizacdo presentes na progénie deste cruzamento contribuiram para a
eliminacdo da NPs antes que as mesmas causassem lesdes no DNA.



Tabela 2 — Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr®) no cruzmento
aprimorado apds exposi¢do cronica de larvas de 3° estadio a diferentes concentragdes (mg/mL) de NPs de NiO.

Manchas por mosca (n°. de manchas) diagnéstico estatistico?

Manchas
Cruzamento e No. de simples Manchas Total de
Tratamentos moscas (N) equenas® simples Manchas Total de ¢
peq grandes® gémeas manchas® manchas mwh
(1-2 células) ) _ -
m=2 (>2 células) m=5 m=2
m=5
mwh/flr3
CN 50 0.98 (49) 0.08 (04) 0.02 (01) 1.08 (54) 52
1,31 60 1.33 (80) - 0.08 (05) i 0.03 (02) i 1.45 (87) - 87
2,62 60 1.27 (76) - 0.07 (04) i 0.08 (05) i 1.42 (85) - 85
5,25 60 1.37 (82) f+ 0.10 (06) i 0.07 (04) i 1.53(92) - 91
10,5 60 1.23 (74) - 0.10 (06) i 0.08 (05) i 1.42 (85) - 85
21 50 1.56 (78) + 0.12 (06) i 0.02 (01) i 1.70 (85) + 85
CcP 10 2340 (234) +  8.30 (83) + 5.40 (54) + 37.10 (371) + 365

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

Resultados semelhantes utilizando o teste SMART tém sido relatados na literatura
com diferentes NPs. Com a NP de prata (Ag) foi observado resultado positivo no cruzamento
padrdo em concentracdes que variaram de 1-10 mM (DEMIR et al, 2011). Com NPs de cobre
(Co) resultados semelhantes também foram observados no mesmo cruzamento nas
concentracdes de 5 e 10 Mm (VALES et al, 2013). No cruzamento aprimorado, NPs de 6xido
de zinco (ZnO) também apresentaram aumento na inducdo de clones mutantes na
concentracdo de 12,5 Mm (REIS et al, 2015).

A genotoxicidade das diferentes NPs tem sido atribuida a diversos fatores, como a
interacdo direta das mesmas com o material genético, danos indiretos devido a geracdo de
EROs e liberacdo de ions tdxicos quando solubilizadas (KUMAR et al., 2013). Considerando
gue 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 recombinacdo homdloga (RH) nas
celulas proliferativas das larvas de terceiro estadio de Drosophila melanogaster.

RH é um dos principais processos de alteracBes genéticas envolvidas na génese e
progressao do cancer e ocorre com mais frequéncia em células proliferativas (BISHOP;
SCHIESTL, 2001). Individuos que apresentam doencas associadas a maior predisposicdo para
0 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 os mecanismos associados a genotoxicidade de NPs de NiO.

Concluséo

Devido ao grande investimento das industrias tecnoldgicas e crescimento exponencial
da producédo nanotecnoldgica, é fundamental a investigacdo destes materiais com vistas ao seu
potencial toxico e genotdxico. Os resultados deste estudo demonstraram que as NPs de NiO
sdo genotdxicas para as larvas de Drosophila melanogaster. Para que seja possivel quantificar
a real contribuicdo dos eventos recombinacionais para a genotoxicidade das NPs de NiO, é
preciso que esta avaliacdo deva ser ampliada para a andlise dos individuos heterozigotos
TM3.
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