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Resumo
Nanoparticulas (NPs) de 6xido de niquel (NiO) sdo usadas na industria em eletrodos
de bateria, tintas de impressdo e aditivos de combustivel, aumentando o risco de exposi¢cdo
dos organismos. Do ponto de vista nanotoxicologico, os estudos sdo escassos em relacdo a
acao genotoxica in vivo das NPs de NiO. Este estudo avaliou a atividade mutagénica e
recombinogénica de NPs de NiO no Teste de Mutacdo e Recombinag¢do Somatica (SMART)
em células sométicas de Drosophila melanogaster. No bioensaio foram utilizados o0s
cruzamentos padrao e aprimorado, sendo as moscas do aprimorado mais sensiveis a detec¢édo
de genotoxinas de acdo indireta. Os resultados do cruzamento padrdo apontaram para um
aumento significativo na inducdo de clones mutantes em asas de moscas expostas a todas
concentragdes testadas. Nas moscas do cruzamento aprimorado, observou-se aumento
significativo na inducdo de clones mutantes apenas em individuos expostos a maior
concentracdo testada, de 21 mg/mL. A andlise dos individuos heterozigotos para o
cromossomo TM3 revelou que a recombinagdo somaética foi o principal mecanismo indutor
das lesfes. O teste demonstrou-se eficiente na detecgdo de NPs de NiO como potencial
genotoxina. A avaliacdo de diferentes parametros genéticos faz-se necessaria para caracterizar
o perfil mutagénico das NPs de NiO com o objetivo de contribuir para uma melhor avaliacdo

de risco quanto a utilizagdo de NPs metélicas.
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INTRODUCAO

A nanociéncia compreende o estudo e a manipulacdo de nanomateriais ou
nanoparticulas (NPs). O termo nanoparticula refere-se a objetos e dispositivos cujas
proporc¢oes fisicas ndo excedam algumas dezenas de nandmetros (MELO; PIMENTA, 2004).
Esta ciéncia esta associada a nanotecnologia, sendo caracterizada como um campo
multidisciplinar importante, pois abrange areas como fisica, quimica, biologia, farmacia,
engenharia e até medicina, com ampla aplicabilidade na area econdmica. Logo, as NPs tem
sido encontradas em materiais diversos, na producdo de energia, eletronicos, alimentos,
medicamentos, cosméticos, setor dptico e de remediacdo (FERNANDES; FIGUEIRAS,
2008).

Os seres humanos tém sido expostos as NPs transportadas pelo ar durante todo o seu
periodo evolutivo. Essa exposicdo aumentou ao longo do século a medida que atividades
antropogénicas ganharam forca (OBERDORSTER et al., 2005). Estas entram no corpo
humano principalmente por sua inalagdo, e secundariamente por inje¢do, contato dérmico ou
ingestdo, se estiverem presentes nos medicamentos ou alimentos. Os principais alvos sdo 0s
pulmdes e os rins (PIOTROWSKA et al., 2009; MAGAYE et al., 2012).

As NPs de NiO sdo novas e tém sido largamente utilizadas na indUstria nos ultimos
anos em catalisadores quimicos, sensores, dispositivos de armazenamento de energia,
eletrodos de baterias, tintas de impressdo, aditivo de combustivel e sensores de materiais
magnéticos. Suas caracteristicas incluem elevado nivel de energia de superficie, alto
magnetismo, baixo ponto de fusdo, grande area superficial e baixo ponto de combustéao.
(Magaye et al., 2012). Ao considerar a escassez de informacOes referente a atividade
genotoxica in vivo das NPs de NiO, o presente estudo avaliou as atividades mutagénica e
recombinogénica das NPs de NiO no Teste para Avaliacdo de Mutacdo e Recombinacéo

(SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster.

METODOLOGIA

O teste SMART tem como principio, analisar a perda da heterozigosidade de genes
marcadores, que se expressam nas asas de D. melanogaster. As alteracBes genéticas nas
células podem ser identificadas fenotipicamente através de manchas mutantes na superficie
das asas de um individuo adulto, que expressam o0s genes marcadores flr:3 ou mwh,
responsaveis pelas mudancas na forma estrutural ou quantitativa dos pelos (ANDRADE et al.,
2004).



As linhagens utilizadas neste experimento foram as flr}, ORR:flr* e mwh. O
cruzamento padrdo (CP) consiste em cruzar fémeas virgens flr® com machos mwh e o
cruzamento aprimorado(CA) caracteriza-se por cruzar fémeas virgens ORR;flr* e machos
mwh. Ambos os cruzamentos dao origem a larvas com duas constituicdes genotipicas: larvas
trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh e flr® e larvas heterozigotas para o
cromossomo TM3.

As NPs de NiO foram sintetizadas no laboratorio 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.
Wladimir Flores.

Os cruzamentos foram realizados em massa, portanto, os casais foram transferidos
para tubos de ¥ L contendo meio de ovoposicdo e, posteriormente, foram descartados. Apos
72h do inicio do periodo de ovoposi¢do, foram coletadas larvas de terceiro estadio. As larvas
foram colocadas em tubos com meio sintético e 3 mL das solucGes, sendo submetidas ao
tratamento crénico em cinco diferentes concentracfes das NPs de NiO: 1,31; 2,62; 5,25; 10,5
e 21 mg/mL, bem como os controles: negativo (agua destilada) e positivo (uretano 20mM).
Ao final, foram retiradas as asas das moscas, para montagem das laminas e posterior leitura

em microscopia optica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao CP apresentados na tabela 1 mostraram que todas as
concentracfes de NPs de NiO foram genotdxicas quando comparadas ao controle negativo.
Apbs a andlise dos individuos TM3, foi possivel observar que o principal mecanismo indutor
de danos no material genético foi a recombinacdo homdéloga. Na tabela 2 sdo apresentados 0s
resultados referentes ao CA, onde apenas a maior concentracdo apresentou resultado positivo
quanto a genotoxicidade nas larvas trans-heterozigotas. Com a analise dos individuos TM3,
foi obtido o mesmo resultado que no CP, onde a recombinacdo homologa contribuiu de forma
majoritaria na inducdo de danos causados no DNA das células.

Na literatura, ndo ha dados, até o presente estudo, sobre a avaliacdo da genotoxicidade
in vivo das NPs de NiO. Contudo, outros dados semelhantes tém sido relatados utilizando o
teste SMART. Em um estudo realizado com a NP de Ag, foi possivel observar resultados
positivos no CP em concentragdes que variaram de 1-10 mM (DEMIR et al., 2011). Com NPs
de Co obteve-se resultados semelhantes, observados no mesmo cruzamento, nas
concentracdes de 5 e 10 mM (Vales et al., 2013). No CA, NPs de ¢6xido de zinco (ZnO)



também apresentaram aumento na inducdo de clones mutantes na concentragéo de 12,5 mM
(REIS et al., 2015).

Tabela 1 — Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr®) e heterozigota para o
cromossomo TM3 (mwh/ TM3) no cruzamento padrdo (CP) apds exposi¢do cronica de larvas de 3° estigio a diferentes
concentragdes de NiO

Total de Frequéncia de
manchas  indugdo de manchas

Manchas por mosca (n°. de manchas)Diagnostico estatisfico 2 . Recombinagio Mutagéo
Concentragfes e N° de com {por 1[?5.0‘?'& per (%) (%)
Genatipos confroles mescas clones divisso gt
{maimL) ) mwiE (n)  celularf(n/CH
Mancha simples ~ Mancha slm[ifs M?ncha Total de manchas
pequeng®(1-2  grandes®(>2 cel) gemea im=2)
cél)(m=2) (m=5) (m=75)
mwh | fir cP 10 540 (54) + 0.70 (07) + 0.10(01}i £.20 (E2) + 82 1270 [1131]

N 50 0.58 (29) 0.10 (05) 0.00 (00) 0,68 (34) 34 139

1,31 50 1.10 (55) + 014 (07) i 0.02 (01)i 126 (B3) + 83 256 [1.19] 106.90 540
252 50 1.00 (50) + 0.12 (08) i 0.06 (03)i 1.18 (59 + 59 242 [1.02] 120.00 2000
5,25 50 112 (56) + 014 (07) i 0.10(05}i 1.36 (88) 88 279[1.39] 97.08 294
10,50 50 0.88 (44) 010 (05) i 0.04 (02} 102 (51) + 51 2,09 [0.70] 7058 2941

21 0 0.92 (48) + 0.10(05) 0.04 (@21 1.06 (53) + 33 217 [0.78] 57.89 421

mwh { TM3 CN 50 042 (21) 0.00 (D0) " 0.42(21) 2 0.86

1.3 30 0.34(17)- 0.04(02)i 0.38(19) - 19 0.78 [10.08]

282 30 0.32(16) - 0.00 (0O} i 0.32(186) - 16 0.66 [-0.20]

5,25 50 0.4 (22) - 0.00 (00} i 0.4 (22) - 2 0.90 [0,04]
10,50 50 0.50(25) 0.02 (01)i 0.52 (26) - %6 1.07 [0.20]

21 0 0.52 (36} 0.06 (03} 0.58 (29) - 29 1.19[0.33]

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): +, positivo; i, inconclusivo; -, negativo; m: fator de multiplicagéo; niveis de significAncia o = p =
0.05; ®incluindo as manchas raras individuais flr3; ‘considerando manchas mwh de simples mwh e manchas gémeas; “niimeros entre colchetes é a frequéncia de
inducéo espontanea corrigida pela incidéncia estimada do controle negativo; ®para o calculo ver Andrade et al. (2004); 'C=48.800, i.e., nimero aproximado de
células analisadas por mosca; 9Porcentagem de recombinagdo (R) foi calculado de acordo com Frei e Wirgler (1996): R = 1-[(n/CN* em moscas
mwh/TM3)/(n/CN* em moscas mwh/flr3)] * 100; "Apenas manchas simples mwh podem ser observadas em heterozigotos mwh/TM3 j& que o cromossomo
balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr3. Frequéncia de controle corrigida foi usada para estes calculos. CN = Controle Negativo utilizado: agua
destilada. CP= Controle Positivo usado: Uretano 20 mM.

Tabela 2 — Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr3) e heterozigota para o
cromossomo TM3 no cruzamento aprimorado (CA) ap6s exposicdo cronica de larvas de 3° estdgio as diferentes
concentragdes de NiO

Total de Frequéncia de

manchas  indugdo de manchas

Manechas por mesca (n°. de manchas)Diagnosfico estatistico 2 Recombinagio Mutaggo

Concentragfese N° de com {por 1D D‘_alr“ por (%) (%)
Gendtipos controles moscas clones divisdo ar
(mgimL) M) mwie (n)  celularf(n/CH P
Mancha simples  Mancha ?mdfs I'u'k?ncha Total de manchas
pequenaf(1-2 grandes®(=2 cal) gémea
cél)m=2) (m=5) (m=5) (m=2)
mwh ! firt cp 10 2340 (234) + .30 (33) + 540 (54) + 3710 (371) + 365 74.80 [T2.66]
CN 50 0.98 (49) 0.08 (04) 0.02(01) 1.08(54) 52 213
1,31 &0 1.33 (80) - 0.08 (05) i 0.03 (02)i 1.45 (87) - 7 2.97 [0.84]
262 60 1.27 (76) - 0.07 (04} 0.08 (05} 1.42 (85) - 85 290 [0.77]
525 80 1.37 (82) f+ 0.10 {06} i 0.07 (04} i 1.53(92) - 91 3.11[0.98]
10,50 &0 1.23 (74) - 0.10 (D) i 0.0 (05) i 142 (85) - 25 290 [0.77]
2 50 1.56 (78) + 0.12 (0B 0.02 1) 1.70 (85) + 85 3.48[1.35] B4.85 15.15
mwefr f TM3 CN 50 1.12(36) 0.06 (03) n 1.18(59) 59 242
o 50 1.26 (63) - 0.02 (01} i 1.25 (64) - B4 262 [0.20]

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1988): +, positivo; i, inconclusivo; -, negativo; m: fator de multiplicagdo; niveis de significAncia o= B =
0.05; “incluindo as manchas raras individuais flr3; ‘considerando manchas mwh de simples mwh e manchas gémeas; 9ntimeros entre colchetes é a frequéncia de
indugéo espontanea corrigida pela incidéncia estimada do controle negativo; ®para o calculo ver Andrade et al. (2004); 'C=48.800, i.e., nimero aproximado de
células analisadas por mosca; 9Porcentagem de recombinagdo (R) foi calculado de acordo com Frei e Wirgler (1996): R = 1-[(n/CN* em moscas
mwh/TM3)/(n/CN* em moscas mwh/flr3)] * 100; "Apenas manchas simples mwh podem ser observadas em heterozigotos mwh/TM3 j& que o cromossomo
balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr3. Frequéncia de controle corrigida foi usada para estes calculos. CN = Controle Negativo utilizado: agua
destilada. CP= Controle Positivo usado: Uretano 20 mM.



CONSIDERACOES FINAIS
O teste demonstrou-se eficiente na deteccdo de NPs de NiO como potencial
genotoxina. Entretanto, a avaliacdo de diferentes parametros genéticos, utilizando diferentes

bioensaios, faz-se necessaria para caracterizar o perfil mutagénico das NPs de NiO.
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