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Resumo

Com a incorporacao de nanoparticulas (NPs) em produtos comerciais, é fundamental
compreender como elas interagem com 0s organismos vivos. A inalacdo de compostos de
niquel é um perigo que esti associado com o desenvolvimento de inflamacdo pulmonar,
fibrose e cancer. No entanto, os mecanismos de toxicidade pulmonar destes materiais
permanecem indefinidos. Diante deste panorama, o presente estudo buscou verificar a
atividade toxico-genética de NPs de NiO em células V79 de hamster Chinés. A caracterizacdo
das NPs de NiO por microscopia de transmissdo mostrou que houve predominancia de
particulas da ordem de 110 a 140 nm. Os resultados obtidos com a avaliacdo de danos no
DNA no ensaio cometa mostraram que as concentragdes de 62 — 500 pg/mL foram
genotoxicas para as células V79 com uma relacdo dose - efeito. Os resultados do presente
estudo somados aos dados obtidos na literatura cientifica indicam que NPs de NiO sdo
genotdxicas in vitro. Assim, a avaliacdo de diferentes pardmetros genéticos é fundamental
para a ampliagdo do conhecimento e da caracterizacdo do perfil de nanotoxicidade destes
materiais.
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INTRODUCAO

Desde a década passada a comunidade cientifica tem demonstrado interesse no que

diz respeito ao ramo da nanociéncia e suas aplicacdes. A grande dificuldade das pessoas

lidarem com os novos conceitos decorrentes do desenvolvimento e avanco das nanociéncias e
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das nanotecnologias se deve a pouca familiaridade com este mundo t&o pequeno, de escala
atbmica, ou seja, das dimensdes nanométricas (MELO; PIMENTA, 2004; MELO et al.,
2012). A tecnologia e a ciéncia em nanoescala atrairam consideravel destaque nos ultimos
anos, pela expectativa do impacto que 0s nanomateriais estruturados podem causar na
melhoria da qualidade de vida e na preservacdo do meio ambiente (FERREIRA; RANGEL,
2009).

O niquel é um metal de transicdo e é o quinto elemento mais abundante no mundo,
logo, as nanoparticulas de 6xido de niquel possuem uma vasta aplicabilidade, como por
exemplo, no uso de catalisadores quimicos, sensores, filmes eletrocrdmicos, dispositivos de
armazenamento de energia, eletrodos de baterias, tintas de impressdo, aditivo de combustivel
e sensores de materiais magnéticos (DUAN et al., 2015; MAGAYE et al., 2012;
SALVADORI et al., 2014). A inalacgdo, ingestdo e absor¢do pela pele séo as principais vias de
exposicao ao oxido de niquel. Os principais alvos sdo os pulmdes e os rins (MAGAYE et al.,
2012). Dessa forma, este trabalho avaliou o efeito genotoxico de NPs de 6xido de niquel

(NiO) em células V79 (fibroblastos de pulméo de hamster chinés) no teste cometa.

METODOLOGIA

As NPs de NiO foram sintetizadas no laboratério de Materiais Nanoestruturados —
Departamento de Engenharia e Energias Renovaveis da Universidade Federal dos Pampas,
Campus Bagé — RS (UNIPAMPA) pelos professores colaboradores Dr. Allan Seeber e Dr.
Wiadimir Flores. A nanoestrutura de NiO teve sua rota de sintese definida pelos professores.
As NPs de NiO foram obtidas apds 6 h de calcinacdo na temperatura de 550 °C. A
caracterizacdo morfoldgica e estrutural das NPs de NiO foi realizada por microscopia de
transmissdo (MET JEM 1200 EXII ) no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) da
UFRGS e a analise das imagens foi realizadas através do software ImageJ 1.46r. As medidas
de difracdo de raios-X foram realizadas utilizando a geometria de Bragg-Brentano (Rigaku —
ULTIMA 1V), com passo de 0,02° e tempo de integracdo de 5 s. A radiacdo usada no
difratbmetro teve poténcia no tubo de 40 kV/20mA.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as células V79, que foram
transferidas para placas de cultivo celular com 24 pocos. As diferentes concentracfes das NPs
de NiO foram preparadas na hora do tratamento, por dissolucdo em agua destilada. As NPs
foram testadas em 6 concentragfes: 15, 31, 62, 125, 250, 500 pg/ml. Apo6s 24 h, as
concentracdes de NiO NPs foram adicionadas, da mesma forma que o controle positivo EMS

(Etilmetanosulfonato — 0,5 mM) e o controle negativo (H20 destilada) durante o periodo de



4h. Ap0és este periodo, as células foram homogeneizadas com gel de agarose de baixo ponto
de fusdo, distribuidas sobre laminas de vidro cobertas com gel de agarose de ponto de fuséo
normal. Estas laminas foram mergulhadas em solucédo de lise por 24 horas e submetidas a
eletroforese em condicdes alcalinas (pH>13). A seguir, as laminas foram coradas com
brometo de etidio e os nucleos portadores de quebras no DNA puderam ser visualizados sob a
forma de um cometa (Tice et al., 2000). Estes foram avaliados em aumento de 200X em
microscopio de fluorescéncia (Olympus - BX41). Foram avaliados a extensdo dos danos no
DNA classificando-se os cometas por meio de um software (Comet Assay IV) (Perceptive
Instruments). O parametro utilizado para a avaliagcdo de danos foi a percentagem de DNA na
cauda (tail intensity). A comparacdo dos dados foi realizada utilizando-se a analise da
variancia (ANOVA) com teste post hoc de Dunnett para uma significancia estatistica p< 0,05
(TICE et al., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a avaliacdo da genotoxicidade das NPs de NiO em células
V79 no Teste Cometa estdo representados na figura 1. Foi possivel observar um aumento
significativo na frequéncia de danos no DNA das células expostas as concentracdes de 62,
125, 250, e 500 pg/ml de NPs de NiO guando comparado ao controle negativo.
Figura 1 - Danos no DNA ap0s exposi¢do (4 h) das células V79 as diferentes concentra¢des (15 — 500 pg/mL) de

NP de NiO. CN- Controle Negativo. CP — Controle Positivo (EMS 0,5 mM). “p< 0,001
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As imagens de NPs de NiO obtidas por microscopia eletronica mostram aglomerados
de particulas, as quais apresentam formatos poligonais (Figura 2) compreendendo o intervalo
de 50 a 500 nm. A andlise de distribuicdo de tamanho (Figura 3), mostra que h&

predominancia de particulas da ordem de 110 a 140 nm.



Figura 2: Imagem das NPs de NiO.

Figura 3: Anélise de distribuicéo de tamanho das NPs de NiO.
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A Figura 4 apresenta o difratograma do NiO, no qual pode-se observar apenas 0s
picos referentes a fase cubica, indicando que as NPs sdo policristalinas e os planos cristalinos

nédo apresentam orientacOes preferenciais.

Figura 4: Difratograma das nanoparticulas de NiO obtidas ap6s a calcina¢do em 550°C por 6 horas.
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Os nossos resultados estdo de acordo com trabalhos publicados previamente na
literatura com células V79. Maser et al. (2015) avaliaram o potencial genotdxico de NPs de
SiO2 no ensaio cometa em células V79. Concentragdes acima de 600 pg/mL foram
genotdxicas apos tratamento de 24 h. Adicionalmente, concentragdes acima de 250 pg/mL de

NPs de NiO foram genotoxicas no ensaio cometa em células epiteliais de rim, NRK-52E e em



células neuronais (SH-SY5Y) em concentracfes de 15 — 120 pg/mL (ABUDAYYAK et al.,
2017a; ABUDAYYAK etal., 2017b).

CONCLUSOES
Os resultados obtidos demonstram que as NPs de NiO induziram aumentos
significativos de danos no DNA das células V79 expostas a concentracdes superiores a 62

pg/mL no ensaio cometa.
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