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RESUMO

PESCKE, I.K. Micropoluentes emergentes: potencial genotoxico de
nanoparticulas de oxidos metalicos. 2022. 75 f. Dissertagdo (Mestrado) - Instituto de
Biociéncias, Programa de Pos-Graduacdo em Ecologia, Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, Porto Alegre, 2022.

As nanoparticulas 6xido-metalicas (NPs) estdo sendo cada vez mais aplicadas em
diferentes atividades industriais ¢ em produtos de uso cotidiano por suas propriedades
quimicas e fisicas. Essas distintas aplicagcdes fazem das NPs produtos inerentes ao depdsito no
ambiente e que apresentam uma possivel via de interagdo com a biota e os seres humanos,
sendo classificadas como Micropoluentes Emergentes (MEs). Em virtude de seu tamanho
nanométrico, esses MEs tém alta propensdo de penetrar as células e interagir com
macromoléculas de organismos da biota aquatica ou terrestre por diferentes vias de exposi¢ao
(inalagdo, ingestdo, absor¢do dérmica e via branquial) podendo causar estresse oxidativo,
citotoxicidade, genotoxicidade e carcinogénese. Apesar disto, os riscos a saude e ao ambiente
ainda estdo sendo investigados por meio de estudos nanoecotoxicologicos. Compreender o
efeito das NPs explorando sua agdo sobre os organismos e sistemas bioldgicos ¢ fundamental,
visto que ndo had regulamentacdes especificas para estes nanomateriais. Frente a essas
evidéncias, o presente estudo analisou a citotoxicidade e mutagénese de NPs de 6xido de
niquel (NiO-NP) e oxido de zinco (ZnO-NP) através do ensaio Salmonella/microssoma
modificado. Foram empregadas linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhi, auxotrdficas
para histidina, que medem erros no quadro de leitura (TA97a e TA98) e substitui¢do de pares
de bases do DNA (TA100 e TA102). Os resultados indicaram atividade mutagénica para
ambas NPs nas condi¢des analisadas, exceto para TA102 em auséncia de metabolizagdo. Em
pH neutro, NiO-NP e ZnO-NP induziram respostas com mecanismos mutagénicos similares,
com maior indu¢do indireta através da geragdo de metabolitos (TA97a-S9; TA98+S9;
TA100+S9; e TA102+S9). Em pH 4cido, ambas NPs induziram respostas diretas e indiretas do
tipo substitui¢do de pares de bases (TA100+S9 e TA102+S9). No entanto, para NiO-NP foi

observada mutagénese por erro no quadro de leitura, direta ¢ indireta (TA97a+S9 e em



TA98+S9), enquanto ZnO-NP induziu somente mutagénese direta (TA97a-S9 e TA98-S9). Foi
possivel evidenciar, no conjunto de dados, maior presenca de dano direto frente a linhagem
TA97a, sensivel a metais, sendo que em pH neutro a mutagénese foi mais significativa do que
na condi¢do acidificada. Ainda assim, as linhagens que medem substitui¢do de pares de bases
mostraram respostas mais elevadas, diretas e indiretas frente a linhagem TA100, ou somente
ativadas por mecanismos de metabolizagdo para a linhagem sensivel a estresse oxidativo
(TA102). Os resultados obtidos neste estudo indicam a atividade citotéxica e mutagénica de
NPs de 6xidos metalicos sobre as linhagens Salmonella e sugerem diferentes modos de agao

dessas NPs sobre o material genético e celular.

Palavras-chave: Teste de Ames; Nanoecotoxicologia; Genética Toxicologica;

Biomarcadores de Genotoxicidade; Ecologia da Poluigao.



ABSTRACT

PESCKE, LK. Emerging micropollutants: genotoxic potential of metal oxide
nanoparticles. 2022. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Biociéncias, Programa de

P6s-Graduacao em Ecologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2022.

Metal oxide nanoparticles (NPs) are being increasingly applied in different industrial
activities and in products for everyday use, because of their chemical and physical properties.
Due to these different applications, NPs are products inherent to deposition in the
environment, and they present a possible route of interaction with the biota and human beings.
They are classified as Emerging Micropollutants (EMs). Because of their nanometric size,
these EMs have a high propensity to penetrate cells and interact with the macromolecules of
aquatic or terrestrial biota organisms by different routes of exposure (inhalation, ingestion,
and dermal absorption), causing oxidative stress, cytotoxicity, genotoxicity, and
carcinogenesis. Despite this, risks to health and the environment are still being investigated
through nanoecotoxicological studies. It is essential to understand the effects of the NPs,
exploring their action on the organisms and biological systems, since there are no specific
regulations for these nanomaterials. In face of this evidence, the present study analyzed the
cytotoxicity and mutagenesis of Nickel Oxide (NiO-NP) and Zinc Oxide (ZnO-NP) NPs using
a modified Salmonella/microsome assay. Strains of Salmonella enterica sorovar Typhi were
used, auxotrophic for histidine, that measure frameshift errors (TA97a and TA98) and base
pair substitution of DNA (TA100 and TA102). The results indicated mutagenic activity for
both NPs under the conditions analyzed, except for TA102, in the absence of metabolization.
In a neutral pH, NiO-NP and ZnO-NP induced responses with similar mutagenic mechanisms,
with a greater indirect induction by the generation of metabolites (TA97a-S9; TA98+S9;
TA100£S9; and TA102+S9). In acid pH, both NPs induced responses of the base pair
substitution type, depending or not on metabolization (TA100+£S9 and TA102+S9).
Nevertheless, for NiO-NP mutagenesis by direct and indirect frameshift error was observed
(TA97a+S9 and in TA98+S9), while ZnO-NP induced only direct mutagenesis (TA97a-S9 and

TA98-S9). In the ensemble of data, it was possible to show evidence of a greater presence of



direct damage in the face of the TA97a strain, sensitive to metals, and in neutral pH the
mutagenesis was more significant than under the acidified condition. All the same, the strains
that measure base pair substitution showed higher responses, direct and indirect, in the face of
strain TA100, or only activated by metabolization mechanisms for the strain that was sensitive
to oxidative stress (TA102). The results obtained in this study indicate cytotoxic and
mutagenic activity of NPs of metal oxides on the Sa/monella strains and suggest different

modes of action of these NPs on the genetic and cellular material.

Keywords: Ames Test; Nanoecotoxicology; Genetic Toxicology; Genotoxicity

biomarkers; Pollution Ecology.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Nanotecnologia

Pode-se afirmar que a utilizagdo de materiais nanoestruturados ndo ¢ uma novidade: os
romanos ja trabalhavam com impregnagdo de ouro e prata de escalas nanométricas em
ornamentacdes no século IV. No entanto, o avango dessa tecnologia foi acontecendo
concomitante a producdo de microscOpios eletrdnicos mais potentes e que pudessem
distinguir materiais em escala nanométrica, como o microscopio eletronico de varredura
(MEV) e o de transmissdo (MET). Assim, com o progresso da humanidade e das ciéncias, a
producdo de materiais cada vez menores foi possivel pela pesquisa cientifica no campo da

nanotecnologia aliado as inovagdes tecnoldgicas (Barhoum et al., 2022).

Essas inovagdes permitem uma gama crescente de possibilidades em relagdo a
manipulacdo de estruturas em niveis atdmico e molecular, resultando em materiais de
dimensdes nanométricas. A nanotecnologia por si pode ser entendida como a “caracterizagao,
produgdo e aplicagdo de estruturas e sistemas, controlando a forma e o tamanho de materiais
em escala nanométrica” (Donaldson et al., 2004; Royal Society, 2004). Por sua vez, o comité
técnico da Organizacao Internacional de Normalizagao (ISO - 229) busca padronizar mais que
somente a nomenclatura, como também os materiais de referéncia, as metodologias de teste
para pesquisas de saude, biosseguranga e meio ambiente baseada nesta ciéncia. Para a ISO

(2005), o campo da Nanotecnologia inclui:

1. Compreensdo e controle de matéria e processos em
nanoescala, geralmente, mas ndo exclusivamente, abaixo de 100
nanometros em uma ou mais dimensdes, no qual o aparecimento
de fenomenos dependentes de tamanho geralmente permite novas

aplicagoes.

2. Utilizagdo das propriedades de materiais em nanoescala
que diferem das propriedades de atomos individuais, moléculas e
da matéria em escala maior, para produzir materiais, dispositivos e
sistemas aprimorados que exploram essas novas propriedades
(International Organization for Standardization, 2005, on-line,

traducao do autor).
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Dessa maneira, através da nanotecnologia os seres humanos sdo capazes de produzir,
controlar e manipular objetos menores do que algumas células eucariontes e organismos
unicelulares (Fig. 1). O campo da nanotecnologia se desenvolve rapidamente em virtude das
tecnologias modernas, sendo uma das dreas em maior expansdao no mundo. A fabricagdo de
produtos destinados ao mercado e toda a cadeia produtiva abre novas possibilidades
econdmicas, além de somar investimentos em inovacdo industrial e em pesquisas de

desenvolvimento.

' )
T 6
Mol AL ) Vi <C\ Bactéri Células Cabelo
oleculas roteina Irus acteéria Sangufneas Humano
O0.1nm 1nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm 1mm
[ 1 1 1 1 1 1 1
I Nanometro I Micro |

Nanomateriais
Nanoparticulas
Quantum dots
Dendrimeros
Nanotubos

Figura 1. Representagdo de uma escala nanométrica relacionando componentes bioldgicos com
alguns nanomateriais fabricados. Fonte: Elaboragao propria.

A reducgdo no intervalo de tamanho estd associada a modificagdes nas atividades
quimica, fisica e bioldgicas dos materiais, resultando em aumento relativo da area superficial
e promog¢ao do efeito quantum, efeito de for¢as de atracdo. Os nanomateriais apresentam
propriedades Opticas, magnéticas, elétricas, dentre outras bem estabelecidas, por isso sdo uteis
para a aplicacdo em uma variedade de produtos cotidianos da sociedade moderna (Royal
Society, 2004). Ao realizar um comparativo entre os anos de 2012 e 2021, constata-se um
grande aumento no numero de produtos comercializados que contém nanomateriais em sua

composicao (Fig. 2).
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Figura 2. Numero de produtos com nanomateriais no mercado catalogados na base de
dados Nanodatabase (https://nanodb.dk) entre 2012 e 2021. Fonte: Elaboracdo prépria a
partir dos dados de The Nanodatabase (2022).

De maneira geral, dentre algumas aplicagdes das NPs, podem ser mencionadas:

» Nas ciéncias ambientais, em biorremediagdo, na agricultura, como biocida,
carreador de agroquimicos e defensivos, como estimulantes para o desenvolvimento de
culturas vegetais, induzindo germinagao de sementes e outros processos do ciclo de vida

das plantas (Aslani et al., 2014; Stark et al 2015; Faizan et al., 2020);

* Aplicacoes na medicina e na industria farmacéutica, em tratamentos e no
diagnostico de doengas, em sistemas de distribui¢do direcionada e liberagdo controlada de

medicamentos ou drogas terapéuticas (Choi & Choy, 2014; Khan et al., 2017);

* Em cosméticos, produtos de higiene e cuidado pessoal, especialmente ZnO e TiO:
em protetores-solar em razdo da capacidade de absorcdo e reflexdo da luz UV; em
pomadas, géis, aerossois, fornecendo propriedades bactericidas (Stark et al., 2015;

Subramaniam et al., 2018; Khan et al., 2017; Fytianos et al., 2020; Ferraris et al., 2021);

* No ramo de eletroeletronicos, agregam em componentes e circuitos, em laser e

material Optico, baterias, entre outros (Parihar et al., 2018; Khan et al., 2017);

* Na industria téxtil, se aplicadas entre camadas de tecidos podem auxiliar na
elasticidade e propriedades térmicas, sdo capazes de fornecer resisténcia a dgua, produzir
tecidos “respiraveis" (que permitem que vapores sejam liberados sem superaquecer o
corpo), controlar a porosidade e fornecer protecdo UV (ZnO) (Becheri et al., 2008;
Wigger et al., 2015; Moloi et al., 2021; Nizam et al., 2021);

* Em tintas e revestimentos de superficie sdo capazes de criar resisténcia, aumentar
os efeitos Opticos, fornecer capacidade bactericida e biocida ao eliminar microorganismos
e impedir o seu crescimento nas superficies, como ¢ utilizado em tintas anti-incrustantes

em cascos de navio (Moloi et al., 2021; Nizam et al., 2021).
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1.2. Nanoparticulas no ambiente e riscos associados aos organismos
O volume crescente das NPs em produtos cotidianos faz com que o ambiente receba
gradualmente mais residuos destes micropoluentes. A exposicdo ambiental pode acontecer
por diferentes rotas, como liberacdo acidental, liberacdo direta por meio da adicdo de
nanomateriais para fins de remediag¢ao e de produtos ou processos industriais, bem como de
: .

produtos comerciais durante os usos pretendidos (Fig. 3) (Royal Society, 2004; Aslani et al

2014; Park et al., 2016; EUON, 2017; Nowack, 2017)

G ~ — e
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Figura 3. Possiveis rotas de exposicdo das nanoparticulas ao ambiente e seres humanos
considerando o processo produtivo, uso e¢ descarte de produtos, e as modificagdes que podem

ocorrer com 0s nanomateriais no ambiente. Fonte: Adaptado de Royal Society (2004)

O risco ambiental depende da toxicidade do material que constitui a NP e as
quantidades em que elas sdo descartadas. Ainda assim, sdo esperados diferentes padrdes para

emissdo das NPs, uma vez que essas sdo aplicadas de maneiras distintas e em diferentes

produtos comerciais (Keller et al., 2013). Diversos estudos buscam estimar a quantidade de
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NPs no ambiente, seus processos de transformacdo e seu destino (Boxall et al., 2007;
Gottschalk et al., 2009; 2015; Piccinno et al., 2012; Sun et al., 2014; Dumont et al., 2015;
Wigger et al., 2015; Markus et al., 2016; Mahaye et al., 2017; Nowack, 2017; Zheng et al.,
2019; Suhendra et al., 2020; Xiao et al., 2021). Os nanomateriais em geral estdo classificados
como Micropoluentes Emergentes (MEs), como sdao conhecidos os compostos que mesmo em
concentragdes trago sdo detectados no ambiente aqudtico € podem ocasionar alteracdes

ambientais (Tijani et al., 2016).

O destino das NPs no ambiente nao ¢ explicito, uma vez que se comportam de modo
distinto em contato com diferentes meios (Powers et al., 2009). Ainda assim, o ambiente
aquatico ¢ o destino predominante, onde as NPs podem ser transformadas ou se dissociarem,
interagindo com fatores abidticos e bioticos (o0xidos, fosfatos, silicatos, matéria organica,
microrganismos) além de outros poluentes no ambiente (Liu et al., 2014). Nesse sentido, as
NPs podem se dissolver ou se combinar a outros compostos, serem depositadas no sedimento

ou dispersas de modo geral no ecossistema (EUON, 2017).

No compartimento aquatico, efluentes pods tratamento de esgoto carregam uma
quantidade de residuos de NPs que persistiram ao tratamento, incluindo NPs de farmacos, que
sao excretadas em maior quantidade do que biodegradadas (Royal Society, 2004). Os
efluentes formam misturas com diferentes classes de substancias organicas e inorganicas,
como residuos de agrotoxicos, farmacos, aditivos alimentares, corantes téxteis, metais
pesados, NPs, dentre outros compostos persistentes (Troger et al., 2018; Crini et al., 2019; Lee
et al., 2022). Além disso, por vezes, o lodo das Estagoes de Tratamento de Esgotos (ETEs) ¢
recolocado no solo e carrega os contaminantes para este compartimento (Keller et al., 2013;

Mazzeo et al., 2016; OECD, 2016; Kacprzak et al., 2017).

As NPs apresentam alta capacidade de agregacdo em virtude da carga superficial, que
estd associada com a adsor¢do de ions e biomoléculas, fato que pode potencializar a
estabilidade desses contaminantes e prolongar a acao toxica sobre os organismos. Além disso,
a energia de superficie modifica o comportamento de agregacao, dissolucao e bioacumulagao
pelo aumento da interagdo destes nanomateriais com outras substancias. Ainda assim, o
tamanho ¢ a morfologia das NPs tém efeito pronunciado na sua toxicidade sobre os seres
vivos (Fig. 4) (Grassian, 2008; Powers et al., 2009; Balasubramanyam et al., 2010; Kwon et
al., 2014; Sadiq et al., 2014; Peretyazhko et al., 2014; Barhoum et al., 2022).
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Tamanho Carga Morfologia Composicao Revestimento

Redugao do tamanho da Nanomateriais carregados O formato de fibra A taxa de dissolugdo Ligada a resposta

particula eleva a positivamente sdao mais € menos eficiente, idnica dos metais celular, mas néo
toxicidade e a capacidade téxicos em razdo do porém pode induzir constituintes gera se sabe por quais
de penetragao nas células. aumento de interagdes. maiores danos. citotoxicidade. mecanismos.
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Figura 4. Propriedades fisico-quimicas dos materiais nanoestruturados que podem ser relacionadas a
sua toxicidade. Fonte: Elaboragdo propria.

O tamanho nanométrico potencializa a habilidade de penetragdo celular, além de
influenciar na capacidade de dispersdo (transito) no interior do organismo, definindo o destino
e deposicdo das NPs em células, tecidos ou o6rgaos (Donaldson et al., 2004; Royal Society,
2004; Powers et al., 2009; NIH, 2020; Barhoum et al., 2022). A titulo de exemplo, as NPs
menores que 50 nandmetros podem entrar facilmente nas células, enquanto que abaixo de 20
nanometros sdo capazes de se mover para fora dos vasos sanguineos a medida que circulam
pelo corpo humano (NIH, 2020). A dimensdo nanométrica das NPs ¢ um ponto significativo
no estudo de sua toxicidade. Para tal, Donaldson et al. (2004) propuseram uma area tematica a
fim de elucidar a compreensdo das implicagdes decorrentes da exposi¢do aos nanomateriais,

denominada “nanotoxicologia”.

Neste campo de estudo, diversas pesquisas tém indicado alteragdes celulares e
moleculares provocadas pela exposicdo as NPs que podem implicar na manuten¢do das
atividades vitais dos organismos, como desenvolvimento, reprodu¢do e comportamento
(Skjolding et al., 2014; Nilsen et al., 2018; Czyzowska; Barbasz, 2020; Barhoum et al., 2022).
Ha indicios de que as NPs participem ativamente em reagdes de oxidacdo e reducdo (Powers
et al., 2009; Barhoum et al., 2022). A nivel celular, o principal mecanismo de agao direta das
NPs metalicas ¢ a desestabilizagio da membrana, enquanto que os danos secundarios
(indiretos) acontecem pela liberacdo de ions toxicos. Tal fato induz a produgdo de radicais
livres (EROS) desencadeando estresse oxidativo, resposta inflamatoria e citotoxicidade
(apoptose) (Spence et al., 2016; Parihar et al., 2018; Singh, 2018; Subramaniam et al., 2018;
Czyzowska; Barbasz, 2020; Barhoum et al., 2022).
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A figura 5 exibe informagdes sobre a toxicidade de NPs atualmente comercializadas na
composi¢ao de produtos cotidianos. Verifica-se que ha alto perigo potencial ao ambiente,
consumidores e trabalhadores para a maior parte dos produtos comercializados (Fig. 5a, 5b e
5S¢, respectivamente), sendo que o contato dérmico ¢ a principal rota de exposi¢do aos seres
humanos (Fig. 5d). A pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano e estd exposta ao ambiente e a
aplicagdo topica de produtos contendo NPs (como protetores-solar). Lesdes podem facilitar a
penetragdo de NPs. Geralmente, produtos cosméticos sdo propostos para uso na pele nao
danificada (sem feridas) e os testes toxicologicos de penetracdo em epiderme consideram esse
aspecto (EUON, 2017). Além disso, se desconhece o perigo potencial da maior parte dos

nanomateriais utilizados (Fig. 5e e 51).

(a) Desconhecido (b) Desconhecido © Desconhecido
13% 13% 13%
Baixa Baixa
Alta Alta
18% @ 46% 18% ‘ 46%
Média Média
23% 23%
d Médio
(d) Oral Alto 2%
Inalagdo 7% 21% 20%
11%
\Y;
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Desconhecido Desconhecido
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Figura 5. Percentual de exposicdo e de perigo aos seres humanos e a0 meio ambiente referente
aos produtos listados em Nanodatabase (2022). (a) percentual de exposi¢do dos produtos ao
ambiente; (b) percentual de exposicdo dos produtos ao consumidor final; (¢) percentual de
exposicdo dos produtos para os profissionais (ocupacional); (d) via de exposicdo dos produtos
aos seres humanos; (e) potencial de perigo aos seres humanos; (f) potencial de perigo para o
ambiente. Fonte: Elaboragdo propria a partir dos dados de The Nanodatabase (2022).

A exposicdo comumente acontece por via inalatéria e oral. Em suspensdo na porc¢ao

inalavel, a toxicidade das particulas ¢ atribuida a presenca de metais de transi¢do na
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superficie, cujo contato com os tecidos do corpo humano provoca a liberacdo de radicais
livres. Pesquisas sobre NPs associadas a poluigdo atmosférica indicam toxicidade dose-
dependente, provocando doencas respiratérias (asma, bronquite, enfisema, cancer de pulmao)
e cardiovasculares (angina, doenga arterial coronariana). Trabalhadores estio muito sujeitos a
exposi¢ao ocupacional (Royal Society, 2004; EUON, 2017; Briffa et al., 2020; INCA, 2021).
A toxicidade e a concentracdo do material sdo os fatores de risco para a rota de ingestdo e via
branquial, sendo que a polui¢do aquatica e a contaminacdo dos alimentos propiciam esta

exposicao (Aslani et al., 2014; EUON, 2017; Czyzowska; Barbasz, 2020; INCA, 2021).

1.3. Metais e nanoparticulas oxido-metalicas

Metais sdo elementos inorganicos que ocorrem de forma natural no ambiente, sendo
distribuidos pelos ciclos biogeoquimicos. Parte deles t€ém importancia para o funcionamento
dos organismos, como cobalto, cobre, ferro, manganés, molibdénio e o zinco, sendo
classificados como essenciais. No entanto, outros ndo possuem funcao bioldgica conhecida e
sdo considerados, portanto, como ndo-essenciais, como o aluminio, niquel, chumbo e
mercurio. A deficiéncia dos metais essenciais impossibilita fung¢des bioldgicas, mas
concentracdes que excedem a homeostase natural provocam efeitos toxicos. Ja aqueles
classificados como ndo-essenciais sao reconhecidamente toxicos mesmo em baixas dosagens

(Briffa et al., 2020; INCA, 2021).

O principal aporte dos metais no ambiente se d4 por fontes antropicas, o que propicia
um aumento das concentragdes naturais e consequentemente os riscos associados a exposi¢ao
a esses elementos. Neste caso, passam a ser chamados de metais pesados (IARC, 2012;
Walker et al.,, 2012; ATSDR, 2017; Briffa et al.,, 2020; Barhoum et al., 2022). As
caracteristicas particulares destes compostos induzem respostas diferentes frente aos
componentes biologicos: se o metal ¢ lipossolivel penetra facilmente na membrana celular;
quando ligado a proteina ingressa na célula por endocitose ou difusao; ja metais livres t€ém
afinidade por certos processos bioquimicos e membranas celulares. Essa interacao

normalmente € responsavel pelos efeitos toxicos observados (INCA, 2021).

Se ha preocupagdo acerca da emissao de metais toxicos em seu estado comum, em

dimensdes nanométricas esses elementos podem ser ainda mais perigosos, considerando que

24



seus efeitos sobre sistemas bioldgicos ndo estdo completamente elucidados e ainda sdo
investigados pela comunidade cientifica. As NPs t€ém alta capacidade de se deslocarem no
organismo através do sistema respiratério, trato gastro-intestinal ou pela pele, sendo
translocadas para o sistema circulatério e linfatico possibilitando o acesso a tecidos e 6rgdos

(IARC, 2017; EUON, 2017; NIH, 2020; Barhoum et al., 2022).

As NPs de oOxidos metalicos estdo entre os nanomateriais mais empregados na
composicao de produtos do mercado consumidor e sua presenca no ambiente € inevitavel.
Entre os metais mais utilizados estdo o zinco e o niquel (Vance et al., 2015). A investigacao de
carcinogénese destas NPs em modelos animais estd avangando e pesquisas epidemioldgicas
com seres humanos estdo em andamento, por isso a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) recomenda prioridade nos estudos para os nanomateriais em geral (IARC,

2017; IARC, 2022).

1.3.1. Niquel

O Niquel ¢ classificado como metal ndo-essencial. O metal e seus compostos tém
ocorréncia natural nas plantas, animais, solo e atmosfera. Sua fun¢do bioldgica estd mais
relacionada as plantas e microorganismos do que aos mamiferos, mas a sua deficiéncia ja foi
relacionada a diminui¢do na absor¢do de ferro em ratos. A populagdo em geral esta exposta a
baixos niveis no ambiente, ar, alimentos, 4gua e tabaco. A concentracdo deste metal no corpo
humano varia entre 0.004-0.8 mM, mas fontes antropogénicas contribuem para elevar a
presenga destes elementos. O niquel compete com o sitio ligante do cobre na molécula da
albumina e, uma vez ligado a ela, ¢ transportado pela corrente sanguinea, sendo captado no
figado através dos canais de calcio dos hepatocitos e geralmente excretado pela urina, pelos,
pele, suor e leite materno, ndo sendo bioacumulativo (Valko et al., 2005; IARC, 2012;

Angelé-Martinéz et al., 2014; Briffa et al., 2020).

O metal estd associado a producdo de radicais livres implicando no processo de
carcinogénese (Valko et al., 2005; Briffa et al., 2020). De acordo com a IARC, ja se tem
evidéncias do potencial carcinogénico do niquel e alguns compostos derivados, classificando-
0 como carcinogénico para seres humanos (Grupo 1) (IARC, 2012). A exposi¢do ocupacional

¢ a mais significativa e eleva os agravos na saude, incluindo o risco carcinogénico. Em
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estudos experimentais, percebeu-se formagdo de tumores em todos os sitios em que o metal
foi aplicado/administrado (intramuscular, inalagdo, intraperitonial, infra-renal, intratesticular,
intraocular e subcutaneo) (Valko et al., 2005; TARC, 2012). O niquel foi mais correlacionado
a danos ao DNA e carcinogénese do que os outros ions metalicos avaliados na revisdo de
Angelé-Martinéz et al. (2014). Ainda assim, s3o necessarias avaliagdes para as variagdes

nanométricas deste metal e seus compostos.

O oxido de Niquel (NiO) ¢ formado a partir da reacdo do p6 de niquel com oxigénio.
Por ser 6timo semicondutor, no ramo da nanotecnologia ¢ muito aplicado na fotocatélise, em
pilhas e baterias, sensores de gas e eletrocromicos; empregado em pigmentos, produtos
agricolas e cosméticos (Barakat et al., 2008; Danjumma et al., 2019; Pérez-Hernandez et al.,
2021). Os niveis de niquel no ambiente estdo mais associados a a¢ao antropogénica do que a
fatores naturais. Compostos deste metal tendem a ser soluveis a medida em que o pH diminui,

sendo que chuvas 4cidas elevam sua mobilidade e dissolucdo (Mitrano et al., 2015).

1.3.2. Zinco

Como metal essencial, o zinco estd presente no organismo associado a mais de 300
enzimas. O elemento participa da catélise e estabilizacdo estrutural de metaloenzimas, esta
envolvido na sintese de RNA e DNA, na regulacdo dos mecanismos de reparo genético e
proliferagdo celular (Valko et al., 2005; Angelé-Martinéz et al., 2014; Briffa et al., 2020). No
pancreas, a acdo do zinco ¢ fundamental para a sinalizagdo dos hormonios insulina e
glucagbnio e ativagdo de enzimas digestivas; ja no sistema nervoso regula a transmissao
sinaptica, essencial para a nocicep¢do, a regulacdo de emogdes, aprendizado e memoria
(Valko et al., 2005; Mielcarz-Skalska; Smolinska, 2017). Aproximadamente 90% do zinco no
corpo humano ¢ encontrado nos musculos esqueléticos e 0ssos, mas também esta presente em

orgaos como o figado, rins, cérebro, pulmdes, pele e outros (Valko et al., 2005).

No organismo, a deficiéncia de zinco pode gerar estresse oxidativo, sem envolver
produ¢do de EROS (Angelé-Martinéz et al., 2014). Ja concentragdes extracelulares de Zn2*
que excedam a homeostase provocam influxo elevado e morte celular por necrose (Briffa et
al., 2020). O zinco nao ¢ acumulado, mas o excesso se deposita nos rins e figado e bloqueia a

absor¢do de elementos como fosforo e calcio podendo levar a carcinogénese (Mielcarz-
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Skalska; Smolinska, 2017). Pela IARC, a classificagio do metal ¢ de possivelmente ndo

carcinogénico para humanos e outros animais (Grupo 4) (Briffa et al., 2020).

A caracteristica de espalhamento da luz UV do 6xido de zinco (ZnO) garante ampla
aplicagdo em produtos cosméticos e de higiene pessoal (principalmente protetores-solar) e em
tintas e pigmentos; mas também ¢ aplicado em pléasticos e embalagens de alimentos,
fertilizantes e biocidas, em baterias e eletronicos, em retardante de chamas e na industria té€xtil
(Dufour et al., 2006; Back & An, 2011; Kwon et al., 2014; Parihar et al., 2018; Subramaniam
et al., 2018; Solano et al., 2021; IZA, 2022).

Estima-se que a producdo anual de ZnO-NP esteja entre 1.000 a 36.000 toneladas,
sendo um dos materiais mais comuns em produtos de cuidado pessoal (Faizan et al., 2020;
Sharifan, 2020; Moloi et al., 2021), por isto foi listado como nanomaterial representativo em
OECD (2008). Boxall et al. (2007) calculam que as concentragcdes desse material em agua
superficial seja entre 76-760 pg/L, no solo de 3.1 a 31 ng/Kg, e alcanca o valor de 21.722 mg/
Kg para lodo de esgoto. Apesar disto, concentragdes de at¢ 10 pg/L estdo associadas ao
branqueamento de recifes de corais no Golfo Pérsico, provocando impactos em

microorganismos, plantas e animais (Sharifan, 2020).

1.4. Nanoecotoxicologia e os biomarcadores

A introdugdo das NPs no mercado consumidor e seu rapido crescimento estabelecem
novos paradigmas de precaucdo toxicologicos e ambientais. A falta de regulamentacdes para o
desenvolvimento desses produtos faz das NPs um perigo em potencial (Walker et al., 2012;
EUON, 2017; Granjeiro & Rossi, 2021). Recentemente, com um viés ambiental, elencou-se a
nanoecotoxicologia como um campo de estudo emergente a partir da década de 2010 (Kahru
& Dubourguier, 2010). Uma revisdo da literatura indicou que a cada mil artigos com a
palavra-chave “nanomaterial”, cerca de dez informavam os efeitos toxicoldgicos e apenas um

pautava foco na questao ecotoxicoldgica (Kahru & Ivask, 2013).

Isto posto, ¢ evidente a importancia de estudos ecotoxicoldgicos para avaliar os efeitos
decorrentes da exposicao as NPs, a fim de elucidar os riscos que as populagdes humanas e
naturais estdo expostas. Dessa maneira, as analises sustentardo regulagdes imediatas, bem

como metodologias e protocolos de avaliagdo nanoecotoxicologica destes materiais (Royal
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Society, 2004; Kahru & Dubourguier, 2010; Granjeiro & Rossi, 2021; Invernizzi & Foladori,
2021).

Atualmente, inumeros estudos ecotoxicologicos tém avaliado a exposi¢do as NPs em
espécies modelo, como bactérias, algas, crusticeos, peixes, anfibios, entre outros, expostas em
um Unico meio ou misturas (dgua, ar, sedimento, meio de cultura, matéria organica, acidos)
com o intuito de alertar possiveis danos das NPs aos sistemas bioldgicos. Sendo assim, os
biomarcadores servem como um alerta precoce para efeitos que podem ser percebidos

tardiamente (Walker et al., 2012).

A aplicagdo de ensaios com biomarcadores de genotoxicidade ¢ apropriada para
analise de risco relativo no ambiente, sendo que varios estudos relacionam danos ao material
genético com subsequente alteragdes a nivel molecular, celular e tecidual nos organismos
(Vargas et al., 2021). Mutagdes genéticas, ou seja, alteragdes de bases nitrogenadas e
modificacdes numéricas ou estruturais nos cromossomos, sao um dos fatores evolutivos que
possibilitam a variabilidade genética. Porém, o acumulo destas em células somaticas ou
germinativas pode causar reducdo de populagdes naturais ocasionando riscos para a

sobrevivéncia de individuos e a perda da biodiversidade de espécies (Futuyma, 2002).

Dentre as metodologias empregadas na nanotoxicologia, estdo os ensaios in vitro, 0s
quais apresentam vantagens como: (1) as células apresentam caracteristicas-chave de todos os
seres vivos (codigo genético), o que facilita a compreensao de mecanismos Unicos e comuns
de toxicidade, possibilitando a comparagao entre espécies a nivel celular; (2) as células podem
ser mantidas em ambiente controlado e isolado dos sistemas fisiologicos, assim os
mecanismos toxicos a nivel molecular e celular podem ser melhor avaliados; (3) a andlise da
toxicidade ¢ mais répida e econdmica, sendo que muitos produtos quimicos podem ser

estudados simultaneamente (Castand et al., 2003).

Na revisdo de Mahaye et al. (2017) sdo elencados alguns ensaios que investigam a
acdo genotoxica de NPs metédlicas. Dentre algumas metodologias empregadas nestas
pesquisas estdo as analises citogenéticas com culturas celulares (ensaio cometa, micronucleo,

aberragdes cromossdmicas) € o ensaio Salmonella/microssoma (teste de Ames).
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1.4.1. Ensaio Salmonella/microssoma

A analise através de biomarcadores permite detectar precocemente substancias que
podem causar efeitos negativos e deletérios para a biota e os seres humanos. Como um
biomarcador de genotoxicidade, o ensaio de reversdo com linhagens de Salmonella foi
desenvolvido por Bruce Ames (1971), revisado por Maron & Ames (1983) e modificado por

Kado et al. (1983) e outros pesquisadores.

O Teste de Ames, como ¢ comumente denominado, se baseia na indugdo de mutacao
reversa no operon responsavel pela sintese do aminoacido histidina (his). Este ensaio ¢
amplamente utilizado na toxicologia ¢ em estudos ambientais, empregado como triagem
inicial na determinacdo do potencial mutagénico de novos produtos quimicos na industria e
como ferramenta para analise de amostras ambientais complexas na academia (Mortelmans &
Zeiger, 2000; Follmann, 2013; Roubicek et al., 2021; Vargas et al., 2021). Por ser
padronizado, os dados servem como resposta na avaliagdo de seguranca quimica exigida por
agéncias reguladoras para registro ou liberacdo de produtos quimicos, medicamentos,

pesticidas, aditivos alimentares, dentre outros (OECD, 2020).

As linhagens Salmonella typhimurium amplamente utilizadas nos ensaios tém grande
sensibilidade na detec¢do de substincias mutagénicas, pois foram construidas com
modificacdes, tais como mutagdo no gene rfa, delecdo no gene uvrB, presencga de plasmideos
e mutagdes no operon da histidina. Assim, hd marcadores como maior permeabilidade celular
e de difusao de moléculas grandes para o meio intracelular, eliminacao do sistema de reparo
por excisao de DNA, resisténcia a antibioticos e auxotrofia para histidina (Maron & Ames,

1983; Kado et al., 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000; Umbuzeiro & Vargas, 2003).

A agdo de algum composto induz mutagdes reversas que restauram a funcdo do gene
possibilitando que as células retomem a capacidade de sintese de histidina, crescam e formem
coldnias. As linhagens respondem a interagcdes com diferentes classes de compostos, porque
possuem as mutagdes his- em sequéncias especificas no seu coédigo genético, sendo revertidas
por erros no quadro de leitura e por substitui¢do de pares de bases do DNA. O plasmideo
pKM101, presente nas linhagens TA97a, TA9S8, TA100 e TA102, eleva os valores de
mutagénese espontdnea ¢ induzida por otimizar os mecanismos de reparo. Para TA102,

adicionalmente, o plasmideo multicopia pAQ1 amplia o nimero de sitios alvo no par de bases
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AT, que pode ser revertida por todas as seis possibilidades de trocas de pares de bases
(transversao/transi¢ao). Além disso, o gene uvrB nesta linhagem nao foi deletado e por isto o
sistema de reparo genético estd intacto aumentando a habilidade na deteccdo de agentes
indutores de danos, incluindo oxidativos (Maron & Ames, 1983; Kado et al., 1983;

Mortelmans & Zeiger, 2000; Umbuzeiro & Vargas, 2003).

Algumas substancias necessitam passar por metaboliza¢do para induzirem atividade
mutagénica ou o contrario, no caso de substincias mutagénicas em seu estado natural que
geram metabolitos ndo mutagénicos. Assim, de maneira complementar, no ensaio ¢ incluido
um sistema de ativagdo metabolica com células hepdticas e enzimas (S9 mix) que mimetiza a
fun¢do de metabolizagdo de mamiferos e pode converter os compostos permitindo a
identificacdo de metabolitos gerados pelo sistema p450 de mamiferos in vitro (Maron &

Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000; Roubicek et al., 2021).

Diversos trabalhos analisaram a potencialidade de NPs ¢xido-metélicas em induzir
danos genéticos pelo ensaio Salmonella/microssoma (Balasubramanyam et al., 2010;
Landsiedel et al., 2010; Pan et al., 2010; Kumar et al., 2011; Doak et al., 2012; Jomini et al.,
2012; Li et al., 2012; Lopes et al., 2012; Kwon et al., 2014; Sadiq et al., 2014; Akyil et al.,
2015; Butler et al., 2015; Du et al., 2019; Demir et al., 2020; Zhang et al., 2022). Estes
estudos tém mostrado respostas nao conclusivas, motivando que modificagdes na metodologia
do ensaio sejam aplicadas para aprimorar a detec¢do de resultados positivos frente a NPs,

como um maior tempo de agitacdo em periodos anteriores e durante a exposi¢ao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a toxicidade e atividade mutagénica de
nanoparticulas de 6xido de niquel (NiO) e 6xido de zinco (ZnO) por meio de biomarcadores

de genotoxicidade.

Os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

> Verificar o potencial mutagénico de nanoparticulas de NiO e de ZnO em solugdo
aquosa sob condi¢des de pH neutro e levemente acido, submetidas ao ensaio Salmonella/

microssoma modificado;

> Revisar as propriedades fisico-quimicas relevantes para a interacdo das

nanoparticulas no ambiente aquatico, com foco na biota e na saude humana;

» Compreender os riscos associados a exposicdo destas nanoparticulas aos

organismos aquaticos e a saide humana.

O presente estudo integra o projeto “Biomarcadores de genotoxicidade e o impacto de
novos estressores ambientais nos ecossistemas e na sade humana”, que conta com apoio

financeiro do CNPq (Processo 307518/2019).
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CAPITULO I

AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS OXIDO-
METALICAS PELO ENSAIO SALMONELLA/MICROSSOMA

E preciso analisar o comportamento das NPs em solu¢des aquosas associado a
observacao das respostas celulares apds sua exposi¢do no intuito de elucidar a dimensao dos
efeitos toxicos das NPs para os organismos. Este capitulo aborda o trabalho desenvolvido na
investigacao do efeito citotdxico e mutagénico das nanoparticulas de 6xido de niquel (NiO) e
de zinco (ZnO) em solucdo aquosa submetidas ao ensaio de genotoxicidade Salmonella/
microssoma. O estudo foi desenvolvido com o intuito de (i) definir a metodologia do ensaios,
(i1) revisar as caracteristicas fisico-quimicas das NPs que possam influenciar na resposta
mutagénica, (iii) avaliar atividade mutagénica de NiO-NP e ZnO-NP pelo ensaio Salmonella/
microssoma, e (iv) analisar as potencialidades e os desafios do ensaio em virtude dos

resultados obtidos.

Abaixo encontra-se uma versdo do manuscrito em portugués. Este trabalho serad
submetido a revista Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis

(MRGTEM) (https://www.sciencedirect.com/journal/mutation-research-genetic-toxicology-

and-environmental-mutagenesis).
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Resumo

A grande aplicacao das nanoparticulas (NPs) em produtos cotidianos implica preocupagdes a
respeito da sua toxicidade sobre o conteudo genético e celular dos organismos. Por isso, este
estudo objetivou investigar o potencial citotdéxico e genotdxico de NPs de 6xido de niquel
(NiO-NP) e o6xido de zinco (ZnO-NP) suspensas em meio aquoso (agua destilada em pH 7.5;
agua destilada acidificada em pH 5) frente ao ensaio Sa/monella/microssoma, metodologia de
microssuspensdo modificada, em presenca e auséncia de ativagdo metabdlica (S9). As
linhagens (TA97a, TA98, TA100, TA102) foram expostas a diferentes concentracdes de NPs
variando de 10-1280 pg/placa. Como resultados, houve inducao de efeitos genotoxicos para
todas as amostras frente as diferentes linhagens de S. #yphimurium-his- analisadas. As
condi¢des extrinsecas a NP alteram sua atividade mutagénica. Em pH neutro, NiO-NP e ZnO-
NP induziram respostas com mecanismos mutagénicos similares; enquanto o pH acido
provocou maior solubilizagdo e diferentes respostas para as NPs frente a TA97a e TA98. Em
geral, foram verificados maiores danos do tipo substitui¢ao de pares de bases do DNA (TA100
e TA102), o que sugere diferentes mecanismos de agao de NiO-NP e ZnO-NP sobre o material
genético e celular. A ativacdo metabdlica elevou a atividade mutagénica (TA98, TA100 e
TA102) de modo que levanta alerta da bioatividade das NPs frente aos metabolitos gerados
pelo sistema p450 de mamiferos in vitro. As modificagdes na metodologia do ensaio
Salmonella facilitaram a desaglomeracao das particulas e elevaram o tempo de exposi¢ao das
células. As respostas observadas recomendam este ensaio modificado como uma das

metodologias de escolha para a avaliagao nanoecotoxicologica.
Keywords: Genotoxicity biomarkers; Ames test; NiO nanoparticles; ZnO nanoparticles.
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Introduciao

Metais e 6xidos metalicos sdo os materiais mais empregados na producgdo das
nanoparticulas (NPs), cujas propriedades fisico-quimicas, mecanicas, térmicas, Opticas e
elétricas notdveis sustentam sua aplicacdo em diversos produtos cotidianos (Yang et al., 2009;
Kwon et al., 2014; Vance et al., 2015; Subramaniam et al., 2018; Avramescu et al., 2020;
Solano et al., 2021). Tais propriedades desses materiais na escala nanométrica (100nm em
uma de suas dimensdes) causam maior capacidade de penetragdo celular e interacdo com
biomoléculas, o que intensifica a toxicidade direta ou indireta das NPs sobre os sistemas
biologicos (Grassian, 2008; Yang et al., 2009; Doak et al., 2012; Choi et al., 2016; Spence et
al., 2016; Parihar et al., 2018; Singh, 2018; Subramaniam et al., 2018; Avramescu et al.,
2020).

Caracteristicas do 6xido de zinco (ZnO-NP) garantem ampla aplicacdo em produtos
cosméticos e de higiene pessoal (principalmente protetores-solar), em tintas e pigmentos, em
plasticos e embalagens, fertilizantes e biocidas, em baterias e eletronicos, em retardante de
chamas e na industria téxtil (Dufour et al., 2006; Baek & An, 2011; Kwon et al., 2014; Parihar
et al., 2018; Subramaniam et al., 2018; Solano et al., 2021). Por sua vez, 6xido de niquel
(NiO-NP) ¢ extensivamente utilizado em céatodos de baterias, catalisadores, em materiais
eletronicos e magnéticos e peliculas eletrocromicas (Barakat et al., 2008; Subramaniam et al.,
2018; Danjumma et al., 2019; Pérez-Hernandez et al., 2021). No entanto, pesquisas
nanotoxicoldgicas realizadas com estas NPs tém relatado potencial citotoxico e mutagénico
em ensaios in vitro usando cultura de células, ou mesmo em bioensaios com vegetais e
animais (Dufour et al., 2006; Ahamed et al., 2013; Manna & Bandyopadhyay, 2017; de Carli
et al., 2018; Singh, 2018; Subramaniam et al., 2018; Cardozo et al., 2019; Faizan et al., 2020;
Keerthana & Kumar, 2020; Sibiya et al., 2022).

Devido ao grande mercado, houve um aumento significativo no numero de itens
contendo nanomateriais comercializados na tltima década (Fig. 6). Embora as NPs sejam uma
ferramenta eficiente e inovadora, a introdu¢do delas no mercado consumidor e sua expansao
nos ultimos anos estabelece novos paradigmas de precaugdo toxicologicos e ambientais. O
volume crescente destes nanomateriais tem como destino o ambiente, principalmente o
ecossistema aquatico (Keller et al., 2013; Liu et al.,, 2014). A cadeia produtiva e o alto
consumo estio associados a polui¢do aquatica que atinge niveis historicos (Adejumoke et al.,
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2018). As NPs estdo associadas a exposicdo ocupacional e ambiental resultante de contato
dérmico, ingestao e inalacdo durante o processo produtivo ou pelo ciclo de uso e descarte de
produtos (Barber et al., 2009; Choi et al., 2016; Nowack, 2017; Parihar et al., 2018; Singh,
2018; Avramescu et al., 2020).

5.000 S.224

3.423 3.558 S140

2281 2.445

Numero de
produtos

1.208 1.213 1.421

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Figura 6. Numero de produtos com nanomateriais disponiveis no mercado e
catalogados na base de dados Nanodatabase (https://nanodb.dk) na ultima década.
Fonte: Elaboragdo propria a partir dos dados de The Nanodatabase (2022).

A analise do efeito ecotoxicologico deve sustentar a adogao de protocolos de avaliagao
de biosseguranca e regulamentagdes imediatas para a produgdo e descarte desses materiais
(Royal Society, 2004; Granjeiro & Rossi, 2021; Invernizzi & Foladori, 2021). Dentre as
metodologias empregadas na analise de risco das NPs, os ensaios toxicoldgicos in vitro
reduzem o tempo de resposta e estdo de acordo com os principios dos 3Rs (Reduction,
Refinement, and Replacement) (Magdolenova et al., 2014). Dentre eles, o ensaio Salmonella/
microssoma ¢ amplamente empregado na avaliagdo de substancias mutagénicas, cujos
resultados podem refletir os efeitos observados em células eucaridticas (Ames et al., 1973;

Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000; Roubicek et al., 2021).

A nanoecotoxicologia ¢ uma ciéncia emergente ¢ ha certas lacunas do conhecimento
que precisam ser preenchidas (Kahru & Dubourguier, 2010). Para isso € necessario avaliar os
efeitos biologicos em consequéncia da exposi¢do as NPs. Sendo assim, a escolha por NiO-NP
e ZnO-NP e das metodologias empregadas nesta pesquisa se justificam pelas seguintes razoes:
(1) essas NPs sdo amplamente utilizadas em diversos produtos cotidianos sem regulagdo para
o descarte no ambiente, necessitando avaliagdo; (ii) ZnO-NP estd listado como nanomaterial
representativo em OECD (2008); (iii) niquel estd considerado carcinogénico (Grupo 1) pela
IARC com énfase na exposi¢ao ocupacional, restando avaliagdes para a versao nanométrica
de NiO; (iv) Salmonella/microssoma, um ensaio amplamente utilizado na triagem de agentes

mutagénicos e carcinogénicos, ndo apresentava respostas conclusivas frente a NPs; (v) a
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literatura mostra respostas ndo definitivas quanto a sensibilidade de ensaios utilizando outras
células procarioticas no potencial toxico e mutagénico de NPs; (vi) investigar a interferéncia
do pH na dissolugdo das NPs e seus efeitos no potencial toxico e mutagénico. Frente a essas
justificativas, foi pressuposto que as NPs induziriam reacdes nas linhagens de Salmonella e
que a reducao do pH poderia alterar a atividade mutagénica associada a dissolugdo das NPs.
Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial toxico e genotoxico de NiO-NP e
ZnO-NP suspensas em meio aquoso em diferentes pH pelo ensaio Salmonella/microssoma,
metodologia de microssuspensao modificada, em presenca e auséncia de ativacdo metabdlica

(S9).

Material e métodos
Sintese e caracteriza¢ao de nanoparticulas

As nanoparticulas de NiO e ZnO foram sintetizadas no Laboratdrio de Magnetismo e
Materiais Nanoestruturados da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), Campus Bagé
(RS-Brasil) seguindo a metodologia descrita em Meneses et al. (2007). O método sol-gel foi
utilizado no preparo das NPs, cuja rota de sintese ¢ a partir da dissolu¢do de graos de gelatina
(2,5 g) em agua destilada (40 mL) sob agitagdo constante (20 min a 40 °C). Apds a
solubilizacdo completa da gelatina, foi adicionado cloreto de niquel hexahidratado (1 g, para
NiO-NP) ou nitrato de zinco (1 g, Zn(NO3)2.6H20, para ZnO-NP) sob agitagdo a 60 °C
durante 10 min. O gel formado foi seco a 80 °C por 36h a pressdao atmosférica e resultou em
uma resina amorfa e quebradica (xerogel), que foi incinerada a 250 °C e moida. Por fim, este
p6 foi incinerado novamente a 550 °C durante 6h para obter as nanoestruturas. A
caracterizagdo estrutural desses nanomateriais foi realizada por difracdo de raios-x (DRX) em
difratometro Rigaku (Modelo Ultima IV) configurado em geometria Bragg-Brentano e
radiagio Cu-K (1.54 A) em poténcia 40 kV e 25 mA. Os dados foram coletados com um
passo de 0,02° no intervalo angular (20) de 35° a 85° em tempo de integracdo de 5 segundos

(Meneses et al., 2007; Etcheverry et al., 2018).

37



Preparo de concentracoes

As NPs em p6 foram pesadas em balanga digital analitica Shimadzu AUW220D e
posteriormente diluidas em duas solugdes com pH distintos: um grupo foi diluido em agua
destilada estéril (pH 7.5) e outro em solugdo levemente 4cida (pH 5). Para o preparo desta
solucdo, acrescentou-se 570 uL de acido acético p.a. (CAS 64-9-7) e 6,4 mL de hidréxido de
sodio 1 M p.a. (CAS 1310-73-2) ao volume final de 100 mL de 4gua destilada estéril.
Considerou-se este valor de pH por ser relacionado a chuvas acidas (Mitrano et al., 2015). A
curva de concentragdes preparada foi de 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 e 1.280 pg/mL. A
defini¢do dessas concentracdes foi baseada em trabalhos prévios da literatura (Landsiedel et
a., 2010; Lopes et al., 2012; Sadiq et al., 2014; Du et al., 2019). As solugdes estoque foram

armazenadas em temperatura ambiente (22°C+2).

Ensaio de genotoxicidade

A atividade citotdxica e mutagénica de NiO-NPs e ZnO-NPs foi avaliada pelo ensaio
Salmonella/microssoma método de microssuspensdo modificado, em presenca e auséncia de
ativacdo metabdlica. As linhagens utilizadas nos ensaios detectam danos do tipo erros no
quadro de leitura (TA98 e TA97a, esta sensivel a metais) e substituicdo de pares de bases do
DNA (TA100 e TA102, esta eficiente para medir estresse oxidativo). Erros no quadro de
leitura sdo induzidos em uma sequéncia repetitiva de oito pares -GC- para TA98, enquanto
para TA97a ¢ em uma sequéncia de seis citosinas ¢ em um segundo /ot spot no par -GC-
proximo. As mutagdes de reversdao por trocas de pares de bases sdo visualizadas em TA100
pela troca em um nucleotideo do par C-G; e em TA102 ¢ uma regido rica em -AT-. Ainda,
para TA102, o sistema de reparo genético estd intacto (Maron & Ames, 1983; Kado et al.,
1983; OECD, 2020). As linhagens sdo mantidas no Laboratorio de Mutagénese Ambiental

(CENECO-UFRGS) e avaliadas periodicamente quanto as suas caracteristicas genéticas.

No intuito de aprimorar a metodologia, a solucdo estoque foi mantida em mesa
agitadora orbital (shaker) durante 13,5 horas antes dos ensaios (37 °C, 100 rpm) e em seguida
passaram por vortex (60 segundos). Além disso, o ensaio foi realizado frente a solugdo teste
em pH neutro e acidificado. De cada solucao estoque, 100 uL foram adicionados aos tubos

contendo 100 pL de cultura bacteriana (1-2 x 10° cels/mL) e 100 pL de S9 mix ou tampao
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fosfato 0.1M, com posterior agitacdo em vortex (30 segundos). A pré-incubagdo ocorreu em
shaker durante 90 minutos (37°C e 100 rpm). Na sequéncia, 2 mL de 4gar (0.6% agar, 0.5%
NaCl, 50 uM de histidina e 50 uM de biotina, em pH 7.4 a 38 °C) foram adicionados aos
tubos e agitados em vortex (30 segundos), sendo o conteudo imediatamente vertido em placas

de cultura com meio minimo (Fig. 7).

Solucao Estoque NPs =
Shaker em 12 horas anteriores ao <
ensaio e mais 90 minutos logo
antes de iniciar (100rpma 37°C) 4

— Vertido em meio minimo com
tracos de histidina e biotina
Amostras passam por N
Vortex (60 segundos) g; 8 i Incubacéo 72 horas a 37°C

=

AA] 00
[V o Mix com agar (2mlL) e [
Amostra - - Vortex 30 segundos
100 pL \
Cultura celular Vortex 30 segundos N——
100 pL Pre-incubacao emshaker  Contagem das colonias

90 minutos 100rpma 37°C  revertentes espontaneas

Somix oiiampao e induzidas pela amostra

100 pL

Figura 7. Esquema do ensaio Salmonella/microssoma método de microssuspensao
modificado. Fonte: Elaboracdo propria.

Foram utilizados controles negativos (agua destilada, pH 7.5; ou solucdo acida, pH 5)
e controles positivos (Azida sodica, AZS, CASRN. 26628-22-8, Merck do Brasil; 4-
nitroquinoleina-1-oxide, 4NQO, CASRN. 56-57-5, Sigma Chemical Company; 2-
aminofluorene, 2AF, CASRN. 153-78-6, Sigma Chemical Company; 2-nitrofluorene, 2NF,
CASRN. 607-57-8, Merck do Brasil) de acordo com cada ensaio. A fracdo de metabolizagao
(89 mix) (MOLTOX Inc.) foi preparada a partir de homogenatos de células de figado de ratos
Sprague-Dawley tratadas com Aroclor 1254, na qual sdo adicionas coenzimas Glicose-6-
Fosfato (G-6-P) (Sigma Chemical Company) e Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

(NADP) (Sigma Chemical Company) no momento do ensaio.

Os ensaios foram realizados em triplicata. As placas de cultura foram incubadas em
estufa climatizada a 37°C durante 72 horas e posterior contagem do niimero de colonias
revertentes. A citotoxicidade foi avaliada pela curva de sobrevivéncia do organismo frente as

diferentes concentracdes (10-1.280 pg/mL) ap6és 72 horas de incubagdo, considerando a
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linhagem TA98 na auséncia e presenga de S9. Neste ensaio a amostra ¢ considerada citotoxica
quando o crescimento de colonias for menor que 60% em relacdo ao controle negativo

(Vargas et al., 1993).

Analise dos dados

A mutagénese foi avaliada na por¢do linear ndo téxica da curva dose-resposta pelo
software SALANAL (Salmonella Assay Analysis, Version 1.0, Research Triangle Institute,
North Carolina, USA), optando por modelos de regressdao linear ou Bernstein (1982), que
consiste em remover da analise doses que sobressaiam o modelo linear. Neste ensaio a
amostra ¢ considerada mutagénica quando a analise de variancia (ANOVA) ¢ significativa
entre as médias das diferentes concentragdes de NPs (p < 0.05) e a curva dose-resposta
apresenta significancia positiva (p < 0.05). Os valores foram expressos em numero de

colonias revertentes por micrograma de NPs (rev/ug).

Resultados

A caracterizacdo das NPs identifica as propriedades morfoldgicas, estruturais e
superficiais que elas dispdem no momento do ensaio e que definem a agdo e os efeitos toxicos
das NPs (Doak et al., 2012; Ma et al., 2013; Sabella et al., 2014; Choi et al., 2016;
Oberdorster & Kuhlbusch, 2017; Zhang et al., 2022). Analises realizadas em estudos prévios
com as mesmas NPs mostram que NiO-NPs em dagua destilada apresentam formatos
poligonais compreendendo o intervalo de 50 a 500 nm no tamanho das particulas (De Carli et
al., 2018). Da mesma maneira, imagens de microscopia eletronica para ZnO-NPs diluidas em
agua destilada exibiram particulas com bordas arredondadas e intervalo de tamanho de 30 a

200 nm (Cardozo et al., 2019).

Em um primeiro momento foi analisada a citotoxicidade das solugdes de NPs frente a
linhagem TA98. A concentragdao de 1.280 pg/mL se mostrou citotdéxica. Em razao disto, os
ensaios de genotoxicidade foram realizados com concentragdes abaixo desta, em uma curva

que compreendeu cinco concentragdes (40, 80, 160, 320 e 640 pg/mL).
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De modo geral, foi observada genotoxicidade em ao menos uma condi¢do de ensaio,
exceto para TA102 em auséncia de metabolizacao. As solugdes de NiO-NP e ZnO-NP em pH
neutro induziram respostas com mecanismos mutagénicos similares, sendo maior indugdo
indireta (+S9) e em linhagens que medem substituicio de pares de bases. Verificou-se
alteragdo da atividade mutagénica associada aos metabdlitos, sendo que houve elevagao da
mutagénese em TA98, TA100 e TA102 e diminuicdo para TA97a. A tabela 1 compila os
resultados obtidos para as linhagens em ensaios na auséncia e presenca de S9 e as quatro

solucoes de NPs.

Todas as solugdes de NPs induziram respostas mutagénicas nas linhagens que medem
substitui¢do de pares de bases, sendo que as respostas mutagénicas indiretas foram mais
elevadas. Para TA100, ZnO-NP induziu mutagénese direta e indireta, mas foi mais elevada em
ensaios com metabolizagdo tanto em pH 4acido (1,227+0,138 rev/ug) quanto neutro
(1,095+£0,074 rev/ug). Por sua vez, NiO-NP em pH é&cido, para TA100, obteve valores
aproximados para revertentes em ensaios direto e indireto (1,163+0,308 rev/ug e 1,165+0,155
rev/ug, respectivamente). Foi observada somente mutagénese indireta para a linhagem
sensivel a estresse oxidativo (TA102) para ambas NPs, sobretudo nas condi¢cdes de pH neutro.
ZnO-NP induziu o maior valor de colonias revertentes em relacdo as outras condigdes

(2,637+0,297 rev/ug) seguida por NiO-NP (1,772+0,269 rev/ug).

As linhagens que medem erros no quadro de leitura apresentaram atividade
mutagénica mais branda. Foi observada resposta mutagénica direta (-S9) para pH acido e
neutro na linhagem TA97a, sensivel a metais, especialmente na condi¢do de pH neutro para
NiO-NP (1,691+0,345 rev/ug) e ZnO-NP (1,480+£0,070 rev/pg). Por outro lado, foi

identificada baixa atividade mutagénica nas condi¢des de amostras frente a linhagem TA98.
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Tabela 1. Resumo dos resultados (média de colonias revertentes = desvio padrio) obtidos no ensaio
Salmonella/microssoma apos exposicao as solugdes acidificadas (A) e neutras (N) de NiO-NP e ZnO-
NP nas diferentes linhagens em auséncia e presenca de ativacdo metabolica (-S9 e +S9,

respectivamente).
Amostra COM. TA97a TA98 TA100 TA102
Ho/mb g9 +S9 -89 +S9 -89 +S9 -89 +S9
0 12825 16110 2123 273 31348 14715 32134 3136
40 159+6* 1668 29+3 31x4 48040*  227+4* 36011 486+8"
Nnoa & 161+9" 1617 244 318 498+55*  231+8" 20127  413x41*
160 218+9™ 17425 24+8 4324 497+42*  237+13™ 32730 288+77
320  240+4* 1812 244 35+3 516+48*  235+15* 3506 389+12*
640  192+6" 24814 3428 558" 550+142  270+19*  582+12**  520+108
0 1948 15046 2514 192 1876 454+23 325+7 359+36
40  279+18* 12828 2121 223 204+18 36879 41658 452432
NoN 80 8281 138+13 21£2 30+7 216+8" 418+36 40438  618+98"
160 32720  143x12 2515 19+3 201+11 59681 342+71  596+16™
320  357x22* 1399 214 213 2006 630x41" 288182  504:34"
640 45767  139x15 206 31+3* 232+20 60874 37676  568+30™
0 12815 16110 2045 192 31348 14715 321+34 3136
40 169+2* 16115 222 1844 46671 216+12*  343+16 38356
moa 0 165+16 156+10 29+8 253 388+64  239+12™ 30824 40052
160  160+13* 1447 3315 233 400£39  237x11* 302+7 392+19*
320 171x13* 16610 374" 173 468+30* 2377 31128  377+22*
640  153:8* 15922 3325 23+4 498+68" 22118" 328+6 456+33"
0 1948 15046 2514 192 18716 454+23 3244 359+36
40  292+15* 1454 153 181 230+5* 489+18 227+10 46635
moN B0 382:8” 1556 173 2021 217+16  568+32*  235:117  570+27
160  417+7* 12847 166 286 214+3* 67425  290+160  57116™
320 25710 14615 233 311 236+13*  786+49" 32122 4816
640 - - 192 26+6 222417 596+21  394x12"*  558+39"

ns

0,398+0,112 1,095+0,074

ns

2,637+0,297

Rev/ug REEEEK(0 ns

Atividade mutagénica dos ensaios esta representada como nimero de colOnias revertentes por
micrograma de amostra (rev/ug), sendo que a coloracdo mais escura indica respostas mais elevadas.
Controle Positivo (rev/placa + desvio padrao): (-S9) 4NQO (0,05 pg/placa) TA97a 1.090+£35 (A)
834462 (N), TA98 120+14 (A) 254+20 (N); AZS (0,5 ug/placa) TA100 901+51 (A) 596+41 (N);
irradiagdo por UV (2) TA102 2494+7 (A) 156657 (N); (+S9) 2AF (1 ug/placa) TA97a 197+4 (A)
2057 (N), TA98 50+7 (A) 21526 (N), TA100 633104 (A) 612141 (N), TA102 589+11 (A)

587+15 (N). ns: respostas ndo significativas; ** significancia a 1%,; * significancia a 5%.
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A figura 8 sumariza as diferentes respostas encontradas e indica a soma da atividade
mutagénica de NiO-NP e ZnO-NP sobre as diferentes linhagens e condi¢des de ensaios.
Nesta, ¢ possivel identificar a maior resposta para ensaios indiretos (+S9), o que destaca a
genotoxicidade de metabolitos em ensaios com a fragdo S9 para as quatro solucdes de NPs.
Houve uma variagdo maior para ZnO-NP entre o pH 4cido e neutro, enquanto as solugdes de
NiO-NP obtiveram valores equivalentes nas duas condi¢cdes de pH (Fig. 8a). Ainda,
observam-se os diferentes efeitos das NPs pelos dois tipos de eventos moleculares (Fig. 8b). A
soma da atividade mutagénica induzida nas linhagens que medem substituicdo de pares de
bases foi mais elevada, alcangando o valor de 4 rev/ug, sendo visualizada forte indugdo de
mutagénese por metabolitos (+S9). Por outro lado, a sensibilidade da linhagem TA97a tem

destaque na investigacdo da agdo direta de NiO-NP e ZnO-NP.

rev/pg de NPs
N

rev/pg de NPs
N

0
S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 A e R
NiOA NiON ZnOA ZnON OO EP O
W TAS7a M TA9 W TA100 M TAL02 TA98+S9 W TA102+S9
B TA98-S9 B TA102-S9
[ TA97a+S9 B TA100+S9
a b B TA972-S9 B TA100-S9

Figura 8. Comparativo da soma dos efeitos de atividade mutagénica nas diferentes condi¢des de
ensaio. (a) soma dos efeitos de atividade mutagénica (revertentes/ug) em ensaios de mutagénese
direta (-S9) e indireta (+S9); (b) soma dos efeitos de atividade mutagénica (revertentes/pug) em
ensaios com linhagens que detectam erros no quadro de leitura (TA97 e TA98) e troca de pares de
bases (TA100 e TA102) na auséncia e presenca de metabolizacdo (-S9 e +S9); A, pH 5; N, pH 7.5.
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Discussao

A avaliacao da toxicidade de NPs ndo ¢ uma analise facil, visto que ha muitas nuances
e cuidados associados aos ensaios (Choi et al., 2016). O ensaio Salmonella/microssoma ¢ uma
das metodologias de andlise com biomarcadores mais empregada na busca de compostos
carcinogénicos (Mortelmans & Zeiger, 2000; Roubicek et al., 2021). Autores tém evidenciado
através de microscopia eletronica o transito de NPs pela membrana de bactérias gram-
negativas (Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Brayner et al., 2006; Butler et al., 2015) e sua
presenca no citoplasma celular associada a respostas de genotoxicidade pelo Teste de Ames
(Kumar et al., 2011; Clift et al., 2013). Neste ensaio, as linhagens empregadas sao resultado
de engenharia genética e apresentam alteragdes moleculares e outras modificagdes, que
permitem identificar danos ao DNA do tipo substitui¢do de pares de bases ou erro no quadro
de leitura (Ames et al., 1973; Maron e Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000; Roubicek et
al., 2021). A soma da atividade mutagénica observada frente as diferentes linhagens

evidenciam essa diversidade de respostas (Fig. 8a).

Naturalmente, NPs oOxido-metalicas tendem a agregacdo, o que potencializa sua
estabilidade e dificulta o acesso ao citoplasma celular pela perda do tamanho nanométrico
(Bai et al., 2010; Balasubramanyam et al., 2010; Miao et al., 2010; Baek & An, 2011; Kwon
et al., 2014; Peretyazhko et al., 2014; Qiang et al., 2017; Sadiq et al., 2014; Sizochenko et al.,
2017). Os poros da parede das linhagens de Salmonella medem em torno de 30 nm, logo
solugdes de NPs bem dispersas sdo capazes de penetrar nas células (Cho et al., 2012; Doak et
al., 2012; Drasler et al., 2017). Segundo trabalhos na literatura (Miao et al., 2010; Pan et al.,
2010; Doak et al., 2012; Jomini et al., 2012, Sadiq et al., 2014), modificagdes na técnica do
ensaio buscam evitar aglomeragdo e promover absorcdo de NPs pelas células bacterianas.
Neste sentido, além da agitagdo habitual durante o ensaio Salmonella/microssoma, as
amostras passaram por um preparo em shaker e vortex antes do ensaio. Além disso, foi
elevado o tempo de agitagdo em vortex junto com as células na etapa de pré-incubacdo (30
segundos antes e depois da pré-incubagao) (Fig. 7). O tempo de agitacdo promove a dispersao
das NPs e viabiliza aumento na frequéncia de colisdes com as células (Handy et al., 2012). O
periodo de agitagdo objetivou desagregar o material antes e apds a pré-incubacdo e propiciar

interacdo com componentes celulares.
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Ainda assim, NPs oxido-metalicas podem induzir genotoxicidade pela producdo de
efeitos secundarios sem acessarem o citoplasma celular das linhagens S. typhimurium (Jomini
et al., 2012; Clift et al., 2013; Butler et al., 2015). Assim como observado em outros estudos,
as respostas mutagénicas detectadas para NiO-NP e ZnO-NP podem ter sido induzidas nao
apenas pela interacdo das NPs sobre as células, como também pela liberacdo de ions e
producao de radicais quimicos (Cho et al., 2012; Doak et al., 2012; Clift et al., 2013; Ma et
al., 2013; Spence et al., 2016; Parihar et al., 2018; Singh, 2018; Subramaniam et al., 2018). A
toxicidade das NPs ¢ geralmente atribuida a fatores inerentes, como composi¢do quimica,
tamanho, forma, carga superficial, solubilidade. No entanto, as condi¢cdes do meio aquoso
(pH, condutividade, temperatura, presenca de biomoléculas, entre outros) onde estdo as NP
podem alterar a toxicidade observada (Doak et al., 2012; Ma et al., 2013; Sabella et al., 2014;
Choi et al., 2016; Oberddrster & Kuhlbusch, 2017; Zhang et al., 2022).

Neste sentido, uma das condi¢des extrinsecas mais importantes ¢ o pH do meio, pois a
acidificacdo tende a degradar o envoltério das NPs metalicas e elevar a taxa de dissolucdo, o
que aumenta o potencial toxico como efeito da liberacao de ions (Grassian, 2008; Miao et al.,
2010; Baek & An, 2011; Bian et al. 2011; Cho et al., 2012; Doak et al., 2012; Jomini et al.,
2012; Mudunkotuwa et al., 2012; Peretyazhko et al., 2014; Oberdorster & Kuhlbusch, 2017;
Avramescu et al., 2020). Assim, a solubilidade ¢ um fator importante, visto que trabalhos com
respostas positivas em Salmonella/microssoma costumam evidenciar particulas soluveis
(Sizochenko et al., 2019). Na metodologia seguida por Jomini et al. (2012), uma pré
exposicao da amostra a uma solugdo de com pH acidificado pode levar a respostas
significativas. No entanto, em seu trabalho, os autores empregaram o método de flutuacao do
ensaio Salmonella avaliando o potencial mutagénico de nanoparticulas de TiO2 com as
mesmas linhagens do presente estudo. Nas circunstancias analisadas neste trabalho, observou-
se que o pH levemente acido provocou maior solubilizacdo para as duas NPs durante o
preparo das solugdes, principalmente para ZnO, corroborando estudos verificados na literatura
(Franklin et al. 2007; Miao et al. 2010; Sizochenko et al., 2017). Muitos compostos de niquel
sdao relativamente soluveis em pH menores do que 6.5 (IARC, 2012). Embora tenha sido
possivel verificar que apenas NiO-NP tenha induzido danos mais elevados em pH acido (Fig.
8b). Ainda assim, respostas mutagénicas foram induzidas tanto nas condi¢des acidificadas,

quanto nas de pH neutro frente as amostras de NPs 6xido-metalicas.
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Os resultados observados neste estudo estdo de acordo com trabalhos prévios que
indicam genotoxicidade para NPs oxido-metalicas como efeito das propriedades intrinsecas
dos metais (Baek & An, 2011; Magdolenova et al., 2014; Sadiq et al., 2014; Zhang et al.,
2022). Zhang et al. (2022) relataram mutagénese direta e indireta pela linhagem TA100 (NPs
de prata, 2nm, >0.05 pg/placa), enquanto Sadiq et al. (2014) indicaram que as propriedades do
Cobre levaram a indu¢do de mutagénese dose-dependente para TA98 e TA100 em ensaios na
presenga e auséncia da fracdo de metabolizagdo (NPs de cobre, 55+5nm, >400 pg/placa). De
maneira semelhante, no presente trabalho foi verificado que as linhagens que medem
substituicdo de pares de bases mostram respostas mais elevadas, sendo que a fracao S9 elevou

a mutagénese (Tabela 1; Fig. 8).

Niquel e Zinco, como metais de transi¢do, liberam ions capazes de converter
metabolitos do oxigénio molecular (O2), como H20; e anions superoxido, a radicais hidroxila
(-OH), sendo que a formacdo desses radicais ocasiona a producdo de EROS e danos
oxidativos (Singh et al., 2009; Yang et al., 2009; Ma et al., 2013). A interagdo com o conteudo
da fracdo S9mix pode facilitar a geracao de radicais e induzir maior atividade mutagénica para
NiO-NP e ZnO-NP observadas frente a linhagem sensivel ao estresse oxidativo (TA102), na
qual se identificou indu¢do de mutagénese em ensaios indiretos (Fig. 8). Outros estudos
sugerem que as proteinas presentes na fracdo de metabolizagdo podem revestir a superficie
das NPs e facilitarem seu acesso ao citoplasma celular (Kumar et al., 2011; Jomini et al.,
2012; Elespuru et al., 2018). No estudo de Kumar et al. (2011), os autores observaram
poténcia mutagénica na linhagem TA98 apenas em ensaios na presenca da fragdo de
metabolizacdo para NPs de ZnO e de TiO.. Além disso, biomoléculas, proteinas e
aminodcidos presentes em meios de cultura celular interagem com as NPs e modificam suas
caracteristicas fisico-quimicas. Essa interacdo propicia formacdao de complexos i6nicos com
os 6xidos metalicos gerando novas espécies quimicas, mas também aglomeracdo das NPs
(Berg et al., 2009; Doorley & Payne, 2011; Sadiq et al., 2014; Oberdorster & Kuhlbusch,
2017; Avramescu et al., 2020).

Os resultados encontrados para atividade mutagénica em ensaios com metaboliza¢ao
levantam alerta da bioatividade das NPs frente aos metabolitos gerados pelo sistema p450 de
mamiferos in vitro. Houve elevacdo da atividade mutagénica associada aos metabolitos para

TA98, TA100 e TA102 (Tabela 1, Fig. 8). Ao considerar as possiveis rotas de exposi¢do em
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meio aquoso sobre os organismos, principalmente aquaticos, as NPs t€m alta capacidade de se
deslocarem pelo sistema circulatorio e linfatico e acessarem tecidos e 6rgaos. Assim, a maior
parte destes compostos podem passar pelo figado, sendo que estudos prévios ja identificaram
que este ¢ comumente um dos 6rgdos-alvo dos nanomateriais (Choi & Choy , 2014; Barhoum

et al., 2022).

Respostas genotoxicas para ZnO-NP estdo muito associadas a liberagdo de ions Zn2*
que elevam os niveis de EROS intracelular e induzem peroxidagdo lipidica, danos a
membranas e estresse oxidativo em outros bioensaios (Ali et al., 2012; Cho et al., 2012; Choi
& Choy , 2014; Magdolenova et al., 2014; Sizochenko et al., 2017; Cardozo et al., 2019). A
solucdo de ZnO-NP em pH neutro induziu o maior valor de mutagénese observado nos
ensaios, seguido por NiO-NP no mesmo pH, sendo na linhagem TA102 (Tabela 1; Fig. 8b).
De Carli et al. (2018) apontam atividade mutagénica em células V79 para as mesmas NPs de
niquel utilizados neste trabalho (125-500 pg/mL). Sizochenko et al. (2017) relatam que NiO-
NP provoca toxicidade em Escherichia coli ao substituir o metal em metaloproteinases. Ja Pan
et al. (2010) verificaram atividade mutagénica indireta (+S9) para NPs 6xido-metalicas, sendo
que ZnO-NP causou ainda mais reversao em linhagem de E. coli sensivel a estresse oxidativo
(Pan et al., 2010). Outros autores também relacionam o estresse oxidativo com mutagénese

pelo Teste de Ames (Jomini et al., 2012; Charles et al., 2018; Zhang et al., 2022).

Ha poucos indicios de que todas as linhagens de teste agem de maneira semelhante
frente a um composto, pois cada uma delas possui sequéncias-alvo especificas no seu codigo
genético e respondem a diferentes interagdes no DNA (Maron & Ames, 1983; Mortelmans &
Zeiger, 2000; Lopes et al., 2012; Elespuru, et al., 2018). A diversidade de respostas
verificadas neste trabalho sdo esperadas e evidenciam os diferentes modos de agdo e vias
metabolicas envolvidas na toxicidade das NPs de NiO-NP e ZnO-NP (Fig. 8). O Teste de
Ames ¢ fundamental para revelar os diferentes mecanismos de acdo das NPs entre células
eucaridticas e procarioticas em estudos in vitro (Sizochenko et al., 2019). Cabe ponderar que,
uma vez no ambiente, as NPs se comportam de diferentes maneiras, interagem com as mais
diversas caracteristicas abidticas que ocorrem no meio natural e que afetam sua toxicidade
sobre a biota. A matéria organica e acidos organicos dissolvidos, por exemplo, podem atenuar
a produgdo de agentes oxidativos gerados pelas NPs (Yang et al., 2016) e ja foi relatado

aumento na expressao de genes antioxidantes em ensaios com NPs na presenga de sedimento
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(Zhu et al., 2009). Outro fator importante ¢ a ocorréncia de chuvas &cidas, visto que a
diminui¢do do pH tende a dissolver NPs que revestem superficies de materiais como tintas e
revestimentos ao longo do tempo (Mitrano et al., 2015). Esses fatores demonstram a
complexidade na busca de respostas no campo da nanoecotoxicologia. No entanto, os
resultados observados permitiram evidenciar a sensibilidade da metodologia empregada. A
preparagdo prévia das amostras, evitando a aglomeragdo das particulas e elevando o tempo de
exposi¢do, permitiu observar efeitos mutagénicos diretos e indiretos frente as diferentes

linhagens empregadas.

Conclusoes

No cenario atual, a nanoecotoxicologia se consolida como um campo de estudo
fundamental na busca por respostas acerca dos efeitos das NPs sobre o ambiente e os
organismos. Ha necessidade de compreender a agdo das NPs frente a células, tecidos e érgaos,
de modo a prever a citotoxicidade e mutagénese. Os resultados do ensaio Salmonella/
microssoma obtidos neste estudo servem como alerta para a mutagenicidade das NPs de 6xido
de niquel e de zinco em solucdo aquosa neutra e acidificada. Tais respostas mostram a
capacidade das linhagens S. #yphimurium Ames de indicar mutagénese. Modificagdes na
metodologia do ensaio propiciaram a solubilidade das NPs e possibilitaram interagdo com as
células nas diferentes etapas do ensaio. A atividade mutagénica detectada nas diferentes
condig¢des indicam maiores danos do tipo substituicao de pares de bases do DNA. A ativagao
metabolica estabeleceu mecanismos significativos para mutagénese observada ao elevar a
inducdo de respostas (TA98, TA100 e TA102) ou reduzi-las (TA97a). Desta forma as
respostas observadas recomendam este ensaio modificado como uma das metodologias de
escolha na avaliagio de NPs, dentro dos objetivos da nanoecotoxicologia. E importante
considerar que o ensaio Salmonella/microssoma ¢ um biomarcador potente para avaliar a
potencialidade de substancias genotdxicas e carcinogénicas, mas ndo ¢ uma resposta
definitiva para organismos superiores. Adicionalmente, a continuidade da pesquisa
empregando ensaios in vivo com organismos de diferentes niveis troéficos permitirdo somar
informagdes essenciais para compreender os mecanismos de agdo das NPs na biota, a nivel de

metabolismo de organismos e respostas em populacdes e comunidades.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho ¢ parte integrante de um projeto inserido em uma problematica atual e
relevante: andlise do potencial téxico e mutagénico de micropoluentes emergentes frente a
biomarcadores. Esses ensaios ecotoxicoldgicos buscam elucidar os efeitos dos contaminantes
ambientais a nivel celular e os riscos associados as popula¢des humanas e naturais. Uma vez
que o ambiente exerce um papel fundamental na saude dos organismos, a exposicdo aos
diversos compostos quimicos pode acarretar efeitos prejudiciais, como danos ao material
genético (genotoxicidade) e indu¢do de morte celular (citotoxicidade). Desta maneira, ao
observar, identificar e compreender as alteragcdes ocasionadas pela exposicdo aos
contaminantes em processos biologicos basicos, os efeitos deletérios nos organismos sao

avaliados.

A crescente aplicagdo das NPs oxido-metédlicas em produtos cotidianos levanta
preocupacoes e esses MEs requerem atengdo. A toxicidade e os danos moleculares das NPs
sdo potencializados pelo seu tamanho, mas ha outros fatores intrinsecos e extrinsecos a elas
que afetam sua biodisponibilidade, bem como os efeitos primérios e secundarios sobre os
constituintes celulares. Apos uma busca na bibliografia, o presente estudou propds uma
metodologia modificada do ensaio Salmonella/microssoma a fim de investigar o potencial
toxico e genotdxico de NPs de oxido de niquel e 6xido de zinco. As repostas apresentadas no
Capitulo I indicam os diferentes mecanismos de acao dos quais as NPs induzem sobre o DNA
e que podem levar a efeitos carcinogénicos em organismos superiores, visto que este € o
proposito do Teste de Ames. Foram observadas respostas genotodxicas para NiO-NP e ZnO-NP
em pH 5 e pH 7.5. Ainda, os resultados indicam maiores danos do tipo substitui¢do de pares
de bases nas linhagens de S. typhimurium e alteracdo das substancias pelos metabdlitos da

fragdo S9 mix.

Em reflexos a protecdo ambiental e do ecossistema, a avaliagdo da atividade toxica e
genotdxica dessas NPs ¢ uma medida fundamental para a tomada de decisdo e contribui com
propostas de regulamentagdes. Em meados do final da década de 2000, Estados Unidos e
alguns paises da Unido Europeia intensificaram as discussdoes pela regulagao dos

micropoluentes. A International Organization for Standardization (ISO) criou um comité
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técnico no ano de 2005 (ISO/TC 229 - www.iso.org/committee/381983.html) direcionado
para resolver questdes especificas, como a padronizacao de metodologias para avaliagdao dos
efeitos dos nanomateriais na satide humana e no meio ambiente em um contexto regulatorio.
Esse comité, de acordo com a instituicio, vém contribuindo com os Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 da ONU, associados as atividades
industriais, de inova¢do, producdo e consumo responsavel e de crescimento econdmico, do
mesmo modo que aos relativos a satide e bem-estar, vida na dgua e combate as mudangas

climaticas.

A Organizagao Mundial da Satde (OMS) sistematizou diretrizes para prote¢ao contra
riscos associados aos nanomateriais para seguranga do trabalho (Lee et al., 2017). De acordo
com a OMS, o mundo estd mudando rapidamente, sendo que os novos problemas ambientais,
climaticos e de satide exigem identificagdo e repostas rapidas. E necessaria a gestio dos
micropoluentes de preocupacdo emergente (nanoparticulas, microplésticos, disruptores
endocrinos, entre outros) para melhorar a saude e o bem-estar de forma sustentavel (WHO,
2020). No Brasil, contudo, ndo ha um acompanhamento das pesquisas em nanotoxicologia
nem de andlise de riscos de nanomateriais ou de produtos comercializados (Invernizzi &
Foladori, 2021, p. 309). No pais, também nao ha o devido monitoramento dos micropoluentes
no ambiente aquatico nem nos recursos hidricos destinados a populacdo (BRASIL, 2021),
sendo poucas iniciativas para a detec¢do e possibilidades de remocdo desses produtos. Do
mesmo modo, os nanomateriais ndo sdo mencionados como critérios avaliados nos padrdes de

qualidade do ar vigentes (BRASIL, 2018). Neste contexto, as NPs marcam um novo desafio

sobre a necessidade de regulagao.

Atualmente tramita no Congresso Nacional o Projeto de Lei (PL) n°® 880 de 2019, que
“Institui o Marco Legal da Nanotecnologia e Materiais Avangados; dispde sobre estimulos ao
desenvolvimento cientifico, a pesquisa, a capacitagdo cientifica e tecnoldgica e a inovagao
nanotecnologica; e da outras providéncias.”. Este PL busca assegurar recursos humanos e
econdmicos para o desenvolvimento nanotecnoldgico, com estimulos para a cooperagado
internacional e desenvolvimento regional, com vistas as questdes ambientais, sanitarias e de
seguranga considerando as implicagdes éticas, legais e sociais da nanotecnologia (BRASIL,
2019). Ademais, no texto do PL ha uma proposta de implementagcdo do Programa Nacional de

Nanosseguranga, cujo objetivo € criar um protocolo de avaliagdo para seguranga ocupacional
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e ambiental para nanomateriais e nanoprodutos (considerando todo o ciclo de vida dos
produtos), ajustado a legislacao global guiada pela OECD e alinhado com os ODS (BRASIL,
2019).

Considerando o crescimento da nanotecnologia e do mercado destes produtos, ainda
ha muito no que se trabalhar para a elucidacao dos possiveis mecanismos e efeitos das NPs
sobre o ambiente e aos organismos. O estudo da nanoecotoxicologia ¢ recente e novas
abordagens de andlise tendem a ser propostas (Kahru & Dubourguier, 2010). Por fim, o
trabalho desenvolvido nesta dissertagdo buscou alternativas metodologicas para a utilizagao
do ensaio Salmonella/microssoma, método ja adotado em legislagdes internacionais para
definir dano mutagénico molecular, como uma alternativa de avaliagdo de nanoparticulas.
Ainda assim, sdo necessarias novas abordagens metodologicas articuladas com respostas
frente a outros bioindicadores no campo da ecotoxicologia, a fim de desvendar alguns

questionamentos referentes a seguranga ecotoxicologica das nanoparticulas.
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