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Resumo

Nos ultimos anos o uso de nanoparticulas ganhou grande destaque em varios
ramos distintos, que vao desde o seu uso em biomedicina e cosmética até a sua
presenca em dispositivos eletronicos e em engenharia. As suas caracteristicas
distintas de todos os outros materiais demonstraram vantagens que advém do seu
reduzido tamanho. O tamanho destas particulas, que se encontra compreendido na
nanoescala, faz com que diversas propriedades fisico-quimicas destes materiais
estejam alteradas em comparacao aos seus semelhantes de tamanhos superiores.
Para além disso, as suas propriedades Unicas podem estar também na origem dos
seus efeitos adversos, 0s quais ainda ndo se encontram totalmente descritos. Ao fazer
uma revisdo de varios estudos genotoéxicos in vitro e in vivo, esta monografia tem
como objetivo a discussédo de potenciais mecanismos de genotoxicidade induzida por
nanoparticulas e os seus efeitos adversos nos organismos. Também se pretende
analisar os diferentes estudos que investigam fenédmenos de genotoxicidade, as suas

limitacBes e estratégias para as ultrapassar.

Os resultados obtidos desta pesquisa demonstram que ainda existe um longo
caminho a percorrer no que diz respeito ao estudo da genotoxicidade e dos
mecanismos associados a mesma para 0s nanomateriais. Existem resultados
contraditorios tanto para o mesmo tipo de ensaios (in vitro vs in vivo) como na
extrapolacdo de ensaios in vitro para organismos in vivo. Os mecanismos mais
apontados na literatura como responsaveis pelos efeitos genotoxicos das
nanoparticulas, para além da genotoxicidade priméria, apontam para modos de agéo
indiretos, como é o caso de stress oxidativo com a producéo de espécies reativas de
oxigénio, processos inflamatorios, perturbacdo do ciclo celular e interagbes com

substancias antioxidantes.

Em resumo, € necessaria uma maior e melhor caracterizacdo das
nanoparticulas e a conducédo de estudos mais fidedignos, nos quais haja uma
adaptacdo metodologica adequada a estas nanoparticulas. Neste sentido podera ser
obtida mais informacao sobre a genotoxicidade a qual podera ser comparada e usada
numa avaliacdo correta do risco inerente da sua utilizacdo, cada vez mais ampla. E
necessaria também a elaboracdo de mais normas para o estudo de nanoparticulas,

devido as suas particularidades distintas de qualquer outro material.

Palavras-chave: nanoparticulas, stress oxidativo, inflamacéao, nanogenotoxicidade,
dano no DNA.



Abstract

In recent years, the use of nanoparticles has gained great prominence in
several different areas, ranging from its use in biomedicine and cosmetics to its
presence in electronic devices and engineering. Its distinctive features have shown
advantages, due to its small size. Their size on the nanoscale, causes the physical and
chemical properties of these materials to change compared to their larger counterparts.
However, their unique properties can also be the source of their adverse effects, which
are not yet fully described. By reviewing several in vitro and in vivo genotoxic studies,
this work aims to discuss the mechanisms of genotoxicity induced by nanopatrticles
and their adverse effects on organisms. It's also intended to analyse the different
studies that investigate genotoxicity, their limitations, and strategies to overcome them.
The results obtained from this research show that there is still a long way to go
regarding the study of genotoxicity and the mechanisms associated. There are
conflicting results both within the same type of assays (in vitro vs in vivo) as in the
extrapolation of in vitro assay for in vivo organisms. The most pointed mechanisms in
the literature as responsible for the genotoxic effects of nanopatrticles, in addition to
primary genotoxicity, point to indirect modes of action, such as the case of oxidative
stress with the production of reactive oxygen species, inflammatory processes,
disturbance of the cell cycle and interactions with antioxidant substances.

In summary, a greater and better characterization of the nanoparticles and the
conduct of more reliable studies are necessary, in which there is a methodological
adjustment appropriate to the materials. In this sense, more information on genotoxicity
can be obtained and used in a correct assessment of the inherent risk of its increasingly
broad use. It is also necessary to develop specific standards for the study of

nanoparticles, due to their peculiarities distinct from any other material.

Key-words: Nanoparticle, oxidative stress, inflammation, nanogenotoxicity, DNA
damage
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Abreviaturas

CA - AberracBes cromossémicas

CBMN - Ensaio do micronucleo em células com a citocinese bloqueada
DSB - Quebras na dupla cadeia (“Double strand breaks”)

DWCNT — Nanotubos de carbono de parede dupla (“Double-walled carbon
nanotubes”)

FDA — Food and Drug Administration
GSH - Glutationa
HPRT - Hipoxantina-guanina fosforibosil transferase

ICH - Conselho Internacional para Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para
Medicamentos de Uso Humano

ISO - Organizagéo Internacional de Normalizacao
MDA - Malondialdeido
MN — Micronucleos

MWCNT — Nanotubos de carbono de paredes multiplas (“Multi-walled carbon
nanotubes”)

NLC — Transportadores de lipidos nanoestruturados (“Nanostructured lipid carries”)
NP — Nanoparticulas

OCDE - Organizacao para a Cooperacgéo e Desenvolvimento Econémico

QDs- Pontos quénticos (“Quantum dots”)

ROS — Espécies reativas de oxigénio

SCE - Trocas entre cromatides irmas

SIDA — Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

SLN — Nanoparticulas de lipidos solidos (“Solid lipid nanoparticles”)

SWCNT - Nanotubos de carbono de parede Unica (“Single-walled carbon
nanotubes”)

UDS - Sintese ndo programada de DNA
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Introducéao

Durante as Ultimas décadas, o ramo da hanotecnologia teve um grande desenvolvimento,
com o aparecimento de diferentes tipos de nanomateriais com uma vasta diversidade de
tamanhos e formas, e assim, um grande potencial de aplicacdo em areas variadas.
Atualmente ja podemos encontrar nanoparticulas huma vasta gama de produtos, como em
cosmeéticos, na engenharia, dispositivos eletronicos, aditivos alimentares, entre outros (1). Na
area da biomedicina ja se utilizam este tipo de particulas em terapias génicas, na terapéutica
contra o cancro com o intuito de melhorar o direcionamento ao local do tumor, usando

nanoparticulas radioisotopicas, entre outros (2,3).

Em 1995 foi aprovado o primeiro nanomedicamento pela FDA, uma formulag&o
lipossémica de doxorubicina (nome comercial Doxil) para o tratamento de alguns tipos de
cancro, que incluem cancro do ovéario e sarcoma de Kaposi associado a SIDA. Este
nanomedicamento revelou-se vantajoso pois, devido a sua formulacdo em lipossomas de
reduzidas dimensdes foi possivel diminuir a cardiotoxicidade da substancia ativa (3). Estudos
indicam que a industria mundial de nanotecnologia podera vir a atingir 75,8 mil milhées de
dolares em 2020 e que as vendas globais de nanoparticulas de metal atinjam os 120 mil
milhdes de dolares em 2025 (4,5).

De acordo com critérios da Unido Europeia, um nanomaterial € definido como “um
material natural, incidental ou fabricado, que contenha particulas hum estado néo ligado ou
como um agregado ou um aglomerado e onde, para 50% ou mais das particulas na
distribuicdo numérica, uma ou mais dimensdes externas estejam na faixa de dimensdes entre
1nm a 100nm. Em casos especificos e quando justificado por preocupagées com o0 meio
ambiente, a salde, a seguranca ou a competitividade, o limite de distribuicdo de tamanho
numeérico de 50% pode ser substituido por um limite entre 1% a 50%” (6). Contudo, é de notar
gue podem existir outras definicdes ligeiramente diferentes, uma das quais a da Organizacao
Internacional de Normalizagcao (1SO), que define nanoparticula como “Nano-objeto com todas
as dimensfes externas na nanoescala, onde os comprimentos dos eixos mais longos e mais

curto do nano-objeto ndo difiram significativamente.” (7)

As nanoparticulas exibem um conjunto de propriedades fisico-quimicas bastante
diferentes comparativamente a particulas de tamanho superior da mesma substancia. O facto
da sua dimensao estar compreendida entre 1-100 nm faz com que exista uma interacéo
diferente com as células e, consequentemente, uma alta capacidade de penetracao celular,
visto que as células humanas tipicas mais pequenas rondam os 7 um (2). A reducao do
tamanho destes materiais também vai alterar as propriedades de superficie das mesmas, uma

vez que 0s atomos se encontram mais a superficie das particulas, aumentando a reatividade.
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Assim sendo, propriedades elétricas, magnéticas, morfolégicas e quimicas poderdo estar

alteradas em materiais reduzidos a nanoescala (8).

A medida que a sua utilizag&o vai sendo cada vez mais generalizada, a importancia do
estudo da toxicidade das varias nanoparticulas e dos seus riscos para a salde humana e para
o ambiente aumentam. Para a realizacdo destes estudos é importante a correta
caracterizacdo fisica e quimica das nanoparticulas. O estudo adequado dos mecanismos
gerais de toxicidade devem ser investigados tendo em conta diversos endpoints distintos, que
podem ir desde a habilidade de estimulacdo de espécies reativas de oxigénio (“Reactive
Oxygen Species”, ROS) que levam a stress oxidativo, como a capacidade destas
nanoparticulas serem mais facilmente internalizadas pelas células (9). As diferentes vias de
exposicao (e.g. pele, pulmdes e trato gastrointestinal), a sua capacidade ou ndo de deposicio
nos varios 6rgaos e a capacidade de eliminacdo dos mesmos sao diferentes fatores que
podem influenciar a ocorréncia de efeitos adversos associado ao uso de nanoparticulas (10).

A genotoxicidade é uma das preocupacdes associadas ao uso de nanoparticulas. E
definida como a capacidade que um agente quimico ou fisico possui para lesar o material
genético, afetando assim a integridade da célula. Devido ao facto de as hanoparticulas serem
relativamente recentes, a informacdo sobre a genotoxicidade e 0s seus mecanismos
subjacentes ndo se encontra muito bem esclarecida. Esta monografia tem como objetivo
descrever os principais tipos de nanoparticulas e rever os mecanismos de genotoxicidade
descritos, com base em diversos estudos relatados na literatura, discutindo também as
metodologias e estratégias usadas para avaliar este tipo de toxicidade. Pretende-se também
abordar as diferentes limitagbes dos estudos que investigam a genotoxicidade das

nanoparticulas e a forma de ultrapassar as lacunas atuais neste tipo de estudos.

Metodologia

Tendo em conta o0s objetivos desta monografia foi realizada uma pesquisa entre Julho de
2019 e Setembro de 2020, com recurso as bases de dados bibliograficas Pubmed,
ScienceDirect, Google Scholar e B-on. Os descritores utilizados nesta pesquisa foram
“genotoxicity”, “nanoparticles”, “mechanism” e “nanogenotoxicity”. Estes termos gerais foram
utilizados com outras palavras-chave mais especificas, de forma a completar melhor a
pesquisa, como “quantum dots”, “nanotubes”, “DNA damage”, “gene”, “oxidative stress”, entre
outros. Estes termos foram utilizados separadamente ou em combinagdo. Foram
selecionados apenas artigos cientificos escritos em inglés e os critérios de selecéo basearam-
se na relevancia do seu conteudo. Foram utilizados nesta pesquisa tanto artigos de revisédo

como estudos clinicos in vitro e in vivo.
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Para além desta pesquisa bibliografica foram também consultados manuais de referéncia

como os livros “Fundamentals of Toxicology: Essential Concepts” da autoria da P.K. Gupta e

“Casarett and Doull’s Toxicology The Basic Science of Poisons” (6° edigdo), para uma melhor

compreensédo da genotoxicidade como um todo.

Tipos de nanoparticulas

A classificagdo das nanoparticulas em varias categorias tem em conta as suas diferentes

caracteristicas, como o tamanho, morfologia e propriedades quimicas e fisicas. Essa

classificacdo pode também ser Util nos posteriores estudos de toxicidade. Na Figura 1 pode

ser encontrado um esquema geral dos Vvarios tipo de nanoparticulas, que vao ser explicadas

de seguida.

a)

b)

Nanomateriais de Carbono. Dentro desta categoria estao incluidos os fulerenos e os
nanotubos. Os fulerenos sdo compostos al6tropos de carbono, caracterizados pela
sua estrutura poligonal composta por 60 ou mais atomos de carbono (11). Devido a
sua estrutura Unica, que possui eletrdes orbitais TT-moleculares deslocalizados, estes
compostos podem ter uma fung¢éo antioxidante que podera ser Util no tratamento de
patologias como doenc¢as neurodegenerativas ou cancro, e também como forma de
transporte de farmacos (12). Os nanotubos de carbono apresentam-se estruturalmente
como uma folha de grafite enrolada sobre si, em forma de cilindro (10). Existem
diferentes tipos de nanotubos, consoante a quantidade de folhas de grafite que
possuem; se apresentarem uma Unica folha sdo designados SWNT (“single-walled”),
se possuirem duas folhas sao designados por DWNTSs (“double-walled”) ou MWNTSs
(“multi-walled”), caso tenham varias folhas de grafite (13). A sua condutividade elétrica
e térmica, bem como as suas propriedades mecanicas sdo algumas das

caracteristicas que possuem para a sua aplicacao na area terapéutica (14).

Nanoparticulas de ceramica. Estas nanoparticulas s@o caracterizadas por serem
sistemas com compostos inorganicos, tais como a silica ou o aluminio, com
caracteristicas porosas (10). Tém como vantagem serem altamente resistentes a
alteracbes ambientais e sao também mais resistentes a degradacdo e a
desgranulacéo devido a sua natureza porosa (15). Estas nanoparticulas sdo estaveis
na presenca de alteragbes do pH, podendo ser usadas na protecdo de diversas
biomoléculas, tais como enzimas, protegendo-as assim da desnaturacéo causada pelo
pH e também pela temperatura (16). A silica e o aluminio, usados neste tipo de

nanoparticulas sdo geralmente compativeis com os sistemas biologicos. No entanto,
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d)

a sua biodegradacao € muito lenta e a sua remocao do organismo é assim dificultada
(17).

Nanoparticulas metalicas e Oxidos metdalicos. Estas nanoparticulas sdo formadas
exclusivamente por precursores de metais (13). O seu interesse advém das suas
caracteristicas oticas e elétricas Unicas, propriedades cataliticas e reatividade quimica,
gue faz com que sejam utilizados em sensores, imagiologia bioldégica e em bioensaios
(18). Cobre, prata ou ouro sdo alguns exemplos de metais utilizados em
nanoparticulas, sendo o ouro dos mais utlizados devido as suas diversas vantagens,
como a biocompatibilidade, pouca toxicidade e facilidade de sintese (16). As
caracteristicas Oticas Unicas das nanoparticulas de ouro devem-se a ressonancia
plasmonica de superficie localizada (LSPR), que consiste num processo em que 0S
eletrdes de ouro reagem com a radiagao recebida, absorvendo e espalhando luz. Este
processo pode ser utilizado para obter um aguecimento localizado com o objetivo de
destruir células ou para a libertagdo de farmacos (19). As nanoparticulas de prata sao
utilizadas devido as suas caracteristicas antibacterianas no revestimento de cateteres
€ em pensos, enquanto as nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO,) e 6xido de zinco

(ZnO) sao bastante utilizadas em produtos para protecdo solar (20).

Nanoparticulas lipidicas. Estas nanoparticulas sdo geralmente esféricas e possuem
um nucleo contendo lipidos e uma matriz de moléculas lipofilicas solUveis, que podera
ser estabilizada com o uso de surfactantes ou emulsificantes (13). A sua semelhanca
com as membranas biolégicas torna o seu uso atrativo tal como a sua natureza
anfipatica (21). Recentemente tem havido um crescente interesse em dois tipos destas
nanoparticulas: SLN (“Solid lipid nanoparticles”) e NLC (“nanostructured lipid carriers”).
Os SLN tém uma estrutura composta por um nucleo sélido de lipidos, o qual pode
conter triglicéridos, misturas de glicerideos ou ceras sélidas tanto a temperatura
ambiente como a temperatura do corpo humano. Devido ao seu nudcleo sélido a
mobilidade do farmaco diminui comparativamente as alternativas que possuem nucleo
liquido, o que vai aumentar a libertagéo controlada dos farmacos. Nos NLC, a matriz
lipidica vai possuir uma estrutura cristalina imperfeita ou amorfa, o que possibilita que
a substancia ativa possa ser introduzida em vérias formas, permitindo assim uma
maior capacidade de carga para varios compostos e menor potencial de expulséo de

compostos ativos (22).

Nanoparticulas poliméricas. S&o nanoparticulas compostas por uma repeticdo de

unidades organizadas em forma de cadeia, que podera apresentar uma variedade de
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f)

composicles e estruturas (17). Esta designacdo esta associada a um vasto leque de
diferentes nanoparticulas, sendo que as principais podem ser consideradas as
nanocapsulas e nanoesferas. Relativamente as primeiras, as substancias ativas estao
contidas dentro de um nucleo aguoso ou ndo aquoso, o qual é encapsulado por um
involucro polimérico. No caso das nanoesferas, o0 composto ativo e o polimero estdo

uniformemente dispersos (23).

Pontos quanticos (QDs, Quantum Dots). Os pontos quéanticos foram descritos pela
primeira vez por EKimov e Onushenko em 1981 e tiveram a sua primeira aplicagdo em
1998, em imagiologia bioldégica (24). S&o nanocristais semicondutores com
fluorescéncia constituidos por elementos pertencentes aos Grupos 12 a 16 da tabela
periddica (25). Estruturalmente possuem um nucleo cristalino metaloide, que pode ser
composto por materiais como o cadmio-selénio, cadmio-telUrio, entre outros. Podem
ser revertidos ou cobertos com materiais biocompativeis ou camadas de polimeros de
forma a aumentar a solubilidade em agua e a sua bioatividade (26). Uma das
caracteristicas que torna interessante o uso dos pontos quanticos é a capacidade da
sua banda de emissao poder estar em varios locais do espectro 6ético, desde o UV ao
infravermelho, dependendo da composi¢éo quimica e dimenséo (25). As propriedades
luminescentes sob a luz UV véao ser controladas pelo tamanho dos pontos quanticos
em que, por exemplo, pontos quanticos na ordem dos 2 nm vao exibir fluorescéncia
verde brilhante, enquanto que com 5 nm de tamanho exibem vermelho. Quanto menor
for a dimenséo dos pontos quanticos, menor o comprimento de onde que emitem (26).
Tradicionalmente o cadmio é o principal elemento dos pontos quanticos. No entanto,
€ conhecida a citotoxicidade induzida por este elemento, complicando assim a sua
utilizacao in vivo. Para ultrapassar este obstaculo e de forma a aproveitar as suas
funcionalidades foram desenvolvidos pontos quéanticos que contém silicio, carbono e
de grafeno, permitindo assim o uso, por exemplo, em sondas e biossensores (25).
Uma aplicacdo emergente dos pontos quéanticos é como transportador rastreavel de
farmacos, podendo assim dar informag6es sobre a farmacocinética e farmacodinamica

de substancias novas com interesse farmacologico (25).
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{ Nanoparticulas Organicas ‘l

» Cabegas polares

» Caudas hidrofébicas

\ Nanoparticula lipidica NPs poliméricas: A) Nanoesfera e B) Nanocépsula/

| Nanoparticulas Inorgéanicas '

Nanotubo de carbono

Nanoparticula metalica

Fulereno
Nucleo semicondutor.

Agente de p.e. Cd-Se
revestimento, ® &
pe, PEG .

Camada morganica ‘ '

p.e.,ZnS ‘

Ponto quantico Nanoparticula de ceramica

Figura 1. Esquema de varios tipos de nanoparticulas. Adaptado de:
14,21,23,26,27.

Genotoxicidade, ensaios e limitacbes

A Toxicologia Genética é o ramo da Toxicologia que se dedica ao estudo dos efeitos de
agentes quimicos e fisicos sobre o material genético e nos processos genéticos das células
vivas. Nestes efeitos nocivos incluem-se as lesées de DNA que podem ser responsaveis pelo
aparecimento de cancro (células sométicas) e também alteracdes no DNA que podem ser
herdadas e transmitidas de uma geracdo para a seguinte (células germinativas) (28). O
conceito de genotoxicidade pode ser frequentemente confundido com o de mutagenicidade.
Todas as substancias mutagénicas sdo genotoxicas: No entanto, nem todos os agentes
genotoxicos séo efetivamente mutagénicos, visto que genotoxicidade abrange um leque maior
de endpoints. As mutacdes correspondem a alteragbes irreversiveis na sequéncia

nucleotidica transmissiveis a descendéncia celular (caso ocorram em células somaticas) ou
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entre geracdes de individuos (se ocorrerem em células germinativas). No entanto, o conceito
de genotoxicidade engloba isso mas também outros processos ndo transmissiveis como
sejam o0 caso da sintese ndo programada de DNA (UDS), quebras nas cadeias de DNA e

trocas entre cromatides-irmas (SCE) (28).

Para a determinacéo da existéncia ou ndao de genotoxicidade por parte de hanoparticulas
existem normas a ter em conta para 0s ensaios que se vao realizar. Para uniformizar e garantir
parametros de qualidade apropriados, a ICH (“International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use”) desenvolveu uma norma
reguladora com o objetivo de guiar a realizacdo dos diferentes ensaios e a interpretacdo de
resultados, melhorando assim a caracterizacdo dos riscos para efeitos carcinogénicos: a
guideline ICH S2. Esta norma define os testes de curto termo de genotoxicidade in vitro e in
vivo usados para identificar compostos que induzam leséo genética por diversos mecanismos
(29). Para uma boa caracteriza¢gdo do potencial genotoxico é necesséria a realizacdo de uma
bateria de ensaios distintos com diferentes endpoints toxicolégicos de forma a averiguar
diversos mecanismos envolvidos. Um bom desenho experimental é essencial pois 0s
resultados obtidos podem depender do tipo de célula usada, do tempo de exposi¢édo, da

concentracéo/dose e do tipo de ensaio efetuado (30).

Apesar do leque de ensaios disponiveis para a detecdo de genotoxicidade existem ainda
alguns desafios que podem comprometer a interpretacdo correta dos resultados obtidos. A
variabilidade nos nanomateriais usados nos estudos é uma delas, existindo inconsisténcias
de lote para lote relativamente a caracteristicas como o tamanho, forma e propriedades de
superficie, ou mesmo descri¢des na rotulagem incorretas. Outros fatores limitativos séo as
dificuldades na detecdo e quantificagdo dos nanomateriais nos tecidos e as possiveis
alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas com o decorrer do tempo

ou com o ambiente biol6gico em que se encontram (3).

Outra limitacao no estudo dos efeitos genotéxicos das nanoparticulas deriva do facto das
guidelines existentes para os diversos ensaios de genotoxicidade (OCDE, por exemplo) serem
concebidas para testar substancias quimicas, ou seja, a sua aplicabilidade as nanoparticulas
propriamente ditas ndo pode ser dada como garantida pois, como ja foi referido, as suas
propriedades fisico-quimicas sé@o diferentes dos seus similares de maiores dimensdes e isso

pode influenciar as intera¢gdes com o DNA (31).

A caracterizacdo minima das nanoparticulas para a realizacao de ensaios toxicolégicos
é recomendada, bem como a descricdo do tamanho das particulas e a forma, o estado de
agregacdo ou aglomeracgdo, a composi¢do geral e da superficie, niveis de pureza, area e

carga de superficie e reatividade da superficie. Outros fatores importantes a ter a em conta
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na caracterizacdo dos nanomateriais é a sua estabilidade e interacdo com 0s meios que vao

ser utilizados, o qual vai depender do efeito de varias forcas (forcas de Van der Waals,

impedimento estérico e forcas magnéticas) (32).

A internalizacdo das nanoparticulas nas células também pode influenciar as conclusdes

de um estudo. No caso de um estudo que demonstre que a hanoparticula ndo foi internalizada

pela célula isso ndo implica automaticamente que esta sdo seja téxica, uma vez que pode

haver acdo indireta da nanoparticula, nomeadamente por stress oxidativo ou fenémenos de

inflamacado. De maneira a realizar uma correta avaliagcdo dos riscos genotoxicos € necessario

uma bateria de ensaios de forma cobrir os endpoints mais importantes e os diferentes

mecanismos (30). Os ensaios mais comuns estdo descritos de seguida:

a)

b)

Ensaio do cometa (Comet Assay). Este teste € dos mais utilizados para avaliar o risco
potencial genotdxico de diversos agentes devido a sua simplicidade, sensibilidade e
acessibilidade. E um método que mede as quebras de DNA em células eucarioticas,
sendo também chamado de ensaio de eletroforese em gel de célula Unica (33).
Inicialmente as células séo incorporadas em agarose numa lamina de vidro e
posteriormente lisadas, utilizando um alto teor de sal e detergente, de forma a eliminar
componentes celulares sollveis, histonas e membranas. As quebras que ocorreram
no DNA relaxam a estrutura superenrolada, sendo este capaz de se estender no
decorrer da eletroforese. O ensaio é normalmente realizado a valores de pH alto.
Nestas condi¢des, formam-se estruturas semelhantes a uma cauda de cometa, as
quais séo observadas por microscopia de fluorescéncia. A intensidade da cauda do
cometa observada é proporcional ao nimero de quebras de DNA (34). Aquando do
tratamento com agarose e de forma a detetar lesdes oxidativas do DNA, as células
podem ainda ser tratadas com nucleases, tais como a endonuclease Ill (Endo Ill), a
formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg) ou a 8-hidroxiguanina DNA-glicosilase,
com o objetivo de gerar quebras secundarias (33). Este ensaio pode ser aplicado a
varias situacdes, incluindo na avaliagdo da genotoxicidade de novos compostos
guimicos, na monitorizacdo da contaminacdo ambiental, na biomonitorizacdo de
popula¢gdes humanas e na investigacdo fundamental sobre lesdo e reparacdo do DNA
(35).

Teste de Ames. Este ensaio é utilizado habitualmente numa fase inicial da
determinagdo do potencial mutagénico de agentes e é vocacionado para identificar
mutacgdes reversas (33). Neste ensaio vamos ter colonias de Salmonella typhimurium

gue ndo possuem a capacidade de sintetizar o aminoacido essencial histidina
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(auxotréficas), as quais em contacto com um agente mutagénico, vao adquirir uma
mutacdo que induz a producdo desse aminoacido. As colénias que adquirem a
capacidade de producdo do aminoacido essencial vao ter a designacao de “colénias
revertentes” (35,36). Para ente ensaio sdo recomendadas estirpes onde se possam
detetar substituicdes de bases e mutagcdes por desfasamento (“frameshift”), como é o
casos das estirpes de Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100, TA102, TA1535 e
TA1537 (29). A mutagenicidade da substancia em estudo vai ser diretamente medida
pelo nimero de colbnias revertentes (34). Como é sabido, muitos mutagéneos e/ou
cancerigenos necessitam de ativagdo metabdlica para que os seus efeitos ocorram.
Neste sentido, os protocolos do teste de Ames incluem também o S9-mix, uma mistura
contendo o homogenato de figado de rato, muito rico em enzimas da familia citocromo
P450 (fase I) (37). Pode haver limitagBes neste teste para o estudo de nanoparticulas,
visto que nanoparticulas de maiores dimensdes podem ndo conseguir atravessar a
parede celular ou, se conseguirem entrar na célula, podem interferir na sintese de

histidina e assim induzir falsos negativos ou positivos (31).

Ensaio do micronucleo (MN). A simplicidade e a aplicabilidade deste teste a uma
variedade de diferentes tipos de células faz com que tenha vindo a tornar-se uma
ferramenta bastante utilizada na determinagdo de genotoxicidade. Para existir a
formacédo de MN é necessario a ocorréncia de quebras no cromossoma (i.e. eventos
clastogénicos) ou, por outro lado, da ocorréncia de perturba¢cdes nos mecanismos de
segregacdo cromossomica originando alteragbes numéricas de cromossomas (i.e.
eventos aneugénicos). Para este ensaio, é necessario que seja avaliada a ocorréncia
da divisdo celular na presengca da substadncia em estudo (38). Em testes de
genotoxicidade in vitro, as células podem ser incubadas com citocalasina B, que é um
inibidor da polimerizagédo da actina, interferindo na formagéo do anel contractil que
restringe o citoplasma entre os nicleos durante a citocinese (36). A citocalasina B,
adicionada antes da ocorréncia da mitose, vai resultar em células binucleadas,
permitindo assim a identificacdo e analise de MN exclusivamente nas células que
concluiram uma mitose. Este ensaio denomina-se ensaio do micronucleo em células
com a citocinese bloqueada (CBMN). Segundo as guidelines da OCDE, este ensaio
requer uma fonte exdgena para ativagdo metabdlica, no caso das células utilizadas
ndo serem metabolicamente competentes. Caso estejamos perante um ensaio in vitro,
este sistema de ativacdo metabdlica exdgena ndo vai mimetizar plenamente as
condigcdes in vivo. E necesséario também a adocdo de medidas de modo a evitar
artefactos e possiveis resultados positivos em termos de MN, devido a altera¢cbes de

pH ou osmolaridade ou interagbes com o0 meio de cultura celular, entre outros (39).
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d)

e)

Nos estudos que tém como objetivo a avaliagdo de nanoparticulas esta abordagem
comum do ensaio CBMN pode nao ser a mais adequada. Estudos demonstram que a
citocalasina B pode impedir a captacao celular de nanomateriais, devido ao facto de
interferir na formacao dos filamentos de actina necessérios para a endocitose. Para
evitar que isto aconteca, as células devem ser expostas as nanoparticulas em estudo
e, numa sé numa etapa posterior ser aplicada a citocalasina B (40). Este ensaio pode
também ser realizado in vivo designando-se de teste do micronucleo em eritrécitos
policromatéfilos de mamifero. Para além de servir para avaliar a genotoxicidade de
uma substancia é também usado para confirmar e investigar com mais detalhe
genotoxicidade detetada em ensaios in vitro. E avaliada a formacdo de microndcleos
em amostras de eritrécitos da medula 6ssea ou em reticulécitos, normalmente de

roedores (41).

Teste das aberracfes cromossémicas (CAs). Este ensaio tem como objetivo a
identificacdo de substancias que podem causar aberracfes cromossomicas
estruturais em culturas celulares de mamiferos (36). Estas alteragfes resultam de
falhas nos processos de reparagdo do DNA, em que as quebras que tenham ocorrido
nos cromossomas nao sejam reparadas ou 0 sejam numa configuracéo errada (35).
As aberragbes cromossoOmicas estruturais podem ocorrer tanto numa croméatide (i.e.
aberracdes do tipo cromatidico) ou em ambas (i.e. aberra¢des do tipo cromossomico),
sendo mais habituais as cromatidicas (42). Para a analise das células em cultura estas
tém de estar em metafase. Apds exposi¢ao da cultura ao composto quimico em estudo
as células sao tratadas com uma substancia que vai parar a progressdo da mitose
durante a metafase, como por exemplo a colchicina. Apés tratamento hipoténico
adequado e coloracao as células em metéfase vao ser analisadas ao microscépio (43).
Este ensaio pode ser realizado tanto in vitro como in vivo (42,43). No entanto, este
teste tem vindo a ser cada vez menos utilizado e substituido pelo teste do MN, devido

ao facto de ser mais demorado e de ndo detetar eventos aneugénicos (40).

Ensaio de mutagéo no gene HPRT em células de mamiferos. O ensaio de mutacao no
gene HPRT in vitro tem como objetivo detetar mutacbes nos genes induzidos por
agentes quimicos (33). As linhas celulares que aqui séo utilizadas avaliam a formacgéao
de mutacg@es diretas nos genes repoérter, nomeadamente o gene enddégeno designado
por HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosil transferase), localizado no cromossoma X.
O principio deste ensaio baseia-se na sensibilidade das células ao analogo da purina
6-tioguanina (TG). As células mutadas deficientes na atividade da enzima Hprt véo ser

resistentes aos efeitos citostéticos do TG e, assim, vao ser capazes de proliferar na
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f)

presenca deste. Pelo contrario, as células normais que contém a enzima Hprt séo
sensiveis ao TG, que causa a inibicdo do metabolismo celular e vai interromper a
divisdo celular, ndo sendo capazes de proliferar (44). Neste ensaio podem ser
utilizadas varias linhas celulares, desde células de linfoma de rato L5178Y, células de
ovéario de hamster chinés e também células humanas, desde que sejam do sexo
masculino, como MCL-5 e TK6 (40). Como o gene alvo deste ensaio é codificado no
cromossoma X dos mamiferos e os machos sédo heterogaméticos para 0s
cromossomas sexuais, é relativamente simples selecionar mutantes para a perda de
funcéo em células derivadas de machos. Outra vantagem deste ensaio que o faz ser
amplamente usado € a possibilidade de se conseguir comparar uma mutacao no
mesmo gene entre linhagens celulares, animais experimentais e células humanas (45).
Neste teste é possivel detetar substituicdes de pares de bases, pequenas delecdes e
insercoes (44).

Ensaio y-H2AX. Trata-se de um ensaio que deteta indiretamente quebras de cadeia
dupla de DNA (“double strand breaks”, DSB). As DSB sao consideradas as lesbes
mais graves que podem ocorrer no DNA. Em resposta a este tipo de dano vai haver a
formagao de y-H2AX, devido a fosforilacdo de uma histona nucleossomal central, a
H2AX. Nos locais onde ocorrem estas quebras uma grande quantidade de cépias de
y-H2AX séo formadas, sendo possivel através de métodos imunoldgicos, a
identificacdo desses locais (31). Para a detegcdo de y-H2AX s&o usadas técnicas
imunohistoquimicas com anticorpos monoclonais e/ou policlonais especificos do
péptido C-terminal fosforilado da H2AX. As células, apds serem expostas a substancia
em estudo, vao ser fixadas, permeabilizadas e incubadas com anticorpos primarios
monoclonais ou policlonais anti-y-H2AX e com anticorpo secundario fluorescente,

sendo posteriormente detetadas e quantificadas (46).
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Mecanismos de genotoxicidade

E crucial que se perceba os mecanismos de genotoxicidade associados a

nanoparticulas de forma a obter-se uma avaliagdo dos riscos vdlida e robusta. Estes

mecanismos ainda ndo estdo bem descritos e muitas vezes nao é claro se os efeitos

genotoxicos sdo especificos das nanoparticulas. A genotoxicidade pode estar associada a

uma interacao direta das NP com o material genético ou por dano indireto induzido pela

exposicao &s mesmas (31). Apesar do aumento no nimero de estudos realizados no sentido

de investigar os fendmenos de nanogenotoxicidade, estes ainda ndo se encontram totalmente

descritos e, por vezes, demonstram resultados contraditorios. Algumas publicacdes que

descrevem estudos genotoxicos de diversas NP foram selecionados, tanto in vitro (Tabela 1)

como in vivo (Tabela 2),

Tabela 1. Exemplos de estudos de nanogenotoxicidade in vitro

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duracéo Resultados Referéncia
caracteristicas da Exposicéo
NP de Au de - Ensaio do - Ensaio do - N&o foi observado um 47)
5,20 e 50 nm cometa com cometa: aumento significativo no
células HepG2 Exposi¢éo de 4h tamanho da cauda e na
- CAs com oul4ha percentagem de DNA na
células CHL concentragdes de cauda ap0s 4h. Foi
1,65,5e 12,5 ug. observado dano no DNA
mlt dependente do tamanho
- CAs: Exposicao das NP apos 24h, em que
de 4h ou 24h s6 as NP com 5 nm
induziram um aumento
significativo, dependente da
concentragéao.
- N&o foi observado
aumento na incidéncia de
CAs.
NP de Ag - CBMN - Exposicédo de - Houve um aumento (48)
revestidas - Células 28ha0,1,1,25e dependente da concentragcdo
com PVP e linfoblastéides 1,5 pg/ml de NP na inducéo de MN e dos
com54+1.22 humanas TK6 de Ag radicais hidroxilo.
nm de -Tratamento com NP de Ag
tamanho apenas levou ao aumento
de ROS apo6s 24h de
exposicao.
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Tabela 1. Continuacdo dos exemplos de estudos de nanogenotoxicidade in vitro

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
NP de Ni com < | - Ensaio do - Células | - Libertagado de citoquinas (49)
100 nm e NP de | cometa alcalino expostas durante | (TNFa e IL-1b) pode explicar
NiO com < 50 - Células HBEC 3h a um meio | os danos no DNA, pois
nm de didmetro produzido por | influenciam a producgéo
exposicao de | intracelular de NO.
THP-1a 50 kgl | /e GE também leva a
dé NPs de Ni e producdo intracelular de
NiO durante 3h e ROS.
18h.
- NP de Ni e NiO parecem
causar genotoxicidade
priméria e secundaria
(devido a inflamacéo)
NP de Ni com < | - CBMN - Ensaio do - Tanto as NP de Ni como de | (50)
100 nm de - CAs cometa e CBMN: | NiO provocaram danos nos
diametro e NPs Exposicéo de 48h | cromossomas e
de NiO com < 50 | - Ensaio do a concentrages | evidenciaram um
nm cometa del1,5e10 mecanismo onde n&o é
- Células BEAS- | Hg/mL necessario o uptake celular,
2B - CAs: Exposicao mas depende da modulagéo
de 48h a uma intracelular de calcio e ferro.
concentracéo - NP de NiO causaram mais
final de 5 yg /mL. | quebras na cadeia de DNA e
producéo intracelular de
ROS.
- Sugere a producdo de
radicais hidroxilo e
peroxinitrite por parte das NP
de NiO e producéo de H20:2
pelas NP de Ni.
NP de TiO2com | CBMN - Exposicdo a 3, | - Nao houve um aumento (51)
tamanhos  de | - Células 15 e 75 pug/cm? de | significativo de células
humanas binucleadas micronucleadas

particula entre
15-60 nm

linfoblastéides
TK6

NP de TiOz por 4h
ou 24h

em nenhuma dose usada
nem nas diferentes duracdes

do ensaio.
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Tabela 1. Continuacdo dos exemplos de estudos de nanogenotoxicidade in vitro

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duracéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
MWCNT- - Ensaio do - Ensaio do - MWCNT-S induziram um (52)
Straight de 69,4 | cometa cometa: 24h de aumento nas quebras na
. - . .
+1,4nm - CBMN exposicado a 5, caTdela de DNA, ma.s nédo
MWCNT- 10, 50 e 100 foi detetada um efeito dose
2 -
Tangled de 15,3 pHg/cm? de dependente. Os MWCNT-T
MWCNT-S e a induziram dano, mas s6 na
+1,5nm
5, 10, 50, 100 e dose mais alta.
2
200 pg/em® de - N&o houve inducgéo de
MWENT-T MN em nenhum dos
-CBMN: materiais.
Exposicdo de 48h | 0s MWCNT-S
a 25,5 10 e 20 . . .
conseguiram induzir dano
2
ugfem de priméario no DNA que, ou
MWCNT-S e 5, = .
ndo deu origem a quebras
10, 50 e 100 P .
cromossomicas ou foi
2
Hgfem de reparado eficientemente, e
MWCNT-T . ~
assim nédo afetou a
frequéncia de MN.
- Os MWCNT-S sdo mais
nocivos que MWCNT-T.
NP de CeO:2 | -CBMN - Doses de 6x10%, | - Aumento da frequéncia de (53)

com 7 nm de

diametro médio

-Fibroblastos
priméarios
dérmicos de

humanos

6x10* e 6x10° g/L
(entre 0,22 - 22
mM) durante 48h

MN comparavel ou maior
do que das células tratadas
com o agente clastogénico
(mitomicina C) ou com o

aneugéneo (colchicina).

- MN formados eram

maioritariamente
centrébmero-negativos, ou
evidenciavam

seja, um

efeito  clastogénico das

nanoparticulas.
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Tabela 1. Continuacdo dos exemplos de estudos de nanogenotoxicidade in vitro

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
Cr20s com 30 | - Ensaio do - Exposicdo de - Inducéo significativa de (54)
nm cometa 6h a dano no DNA.
- CBMN concentragoes - Aumento nos niveis de
) entre 50 - 1000 ROS, de forma dose-
- Células de /mL
Hg/m
. dependente, com
carcinoma de
. capacidade de inducéo de
pulméo humanas
A549 delec¢Bes, mutagbes e dano
oxidativo no DNA.
- As NP de Cr203 podem
levar a uma producdo do
radical superéxido mediada
pela proteina p53.
NP de CeO: | - Ensaio do - Concentracdes - CBMN: A frequéncia de (55)
com menos de | cometa de 6,12 e 18 MN ultrapassou a do
25 nm de | CBMN pg/mL controlo positivo nas
tamanho i - CBMN: concentragbes de 12 e 18
- Ensaio y-H2AX - pg/mL, aumentando com a
exposicao de
24h dose.
. - Ensaio do cometa: A dose
- Ensaio do
mais alta foi a que se
cometa e y- _ _
H2AX: aproximou mais do valor de

Exposicéo de 3h

indice de dano genético do

controlo positivo.

- y-H2AX: As trés doses
aumentaram

significativamente as
quebras de dupla cadeia
nos linfécitos. A dose mais
alta induziu um dano maior

que o controlo positivo.
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Tabela 1. Continuacdo dos exemplos de estudos de nanogenotoxicidade in vitro

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicédo
NP amorfas de | - CBMN - 12h de - Aumento estatisticamente (56)
Sicom 12 nm, 5- _Células exposicao a | significativo de MN nas
15 nm e 10-20 pulmonares concentracdes células tratadas com NP de
nm epiteliais (FE1) de 12,5 pg/mL Si de 5-15, 12 e 10-20 nm,
de Ratos das diferentes da maior frequéncia para a
Muta™ nanoparticulas menor.
de silica - A formacdo de MN
aumenta com a area de
superficie.
NP de PVP-Ag | - CBMN - Concentragdes | - As NP de Ag de 50 nm (57)
(Argovit®) com de 0,012, 0,12, | produziram o0os  danos
35 nm e NP de 1,2, e 12 pg/mL citotoxicos e genotoxicos
PVP-Ag de 50 maiores de entre todos o0s
nm compostos testados, ao
(nanoComposix contrario das NP de 30 nm
gue ndo provocaram efeitos
nem citotoxicos nem
genotoxicos.
Pontos - Ensaio do -Células expostas | - Ndo foi observado dano (58)
quanticos de | cometa a diferentes | no DNA com significado

Ag2S revestidos
com DMSA com
tamanho
hidrodindmico
de 2,9 nm

- Fibroblastos
pulmonares de

hamster chineses

concentracbes da

NP (5-2000
pg/mL)  durante
24h.

estatistico, visto que ndo
houve alteracéo na

intensidade da cauda.

- Esta NP teve uma alta
biocompatibilidade e baixa

toxicidade.

NP: Nanoparticulas; CA: Aberracdes cromossémicas; CBMN: Ensaio do micronlcleo em células com a citocinese

bloqueada; ROS: Espécies reativas de oxigénio; MWCNT-S: Nanotubos de carbono de paredes mdltiplas direitas; MWCNT-

T: Nanotubos de carbono de paredes multiplas entrelagcadas; MN: Micronicleos; PVP: Polivinilpirrolidona.
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Tabela 2. Estudos de genotoxicidade in vivo

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
TiO2 - NP de | - Ensaio do -0e1l5 - NP comprometeram o (59)
anatase com | cometa alcalino mg/Kg/dia DNA e induziram stress
1nm - Ensaio do durante 3 dias oxidativo, respostas
cometa com por inje¢éo inflamatorias e apoptose do
hOGG1 intraperitoneal. tecido pulmonar.
- Ensaio do - Retiradas | - Danos no DNA resultaram
cometa com amostras de | principalmente de
Endolll pulmdo e figado | nucledtidos oxidados
4h apés a ultima | devido ao stress oxidativo
- Ratos macho administracéo induzido pelas NP de TiO:
B6C3F1
Cr30Oszcom 23,47 | - CBMN - 50 pg/100g de - Uma dose Unica de NP de (60)
nm de tamanho CAs peso e Cr203 potencialmente causa
medio 200ug/100g de danos genéticos e induz
-Ratos Wistar peso com aberracBes cromossoémicas,
machos administracéo tais como formagao de
oral de toma anéis, fragmentos
Unica, uma vez acéntricos e atenuacdes
por dia durante centroméricas.
7 dia e durante
14 dias.
TiO2 com | - CBMN Doses de 2, 10 ou | - N&o houve efeitos (61)
tamanho medio | Ensaio do 50 mg/kg de peso | mutagénicos ou

de 21 nm, 20%
de rutilio e 80%

anatase

cometa alcalino

- Ratos macho
gpt Delta
C57BL/6J

corporal por
semana, durante

4 semanas

clastogenicos/ aneugenicos
nas células tronco
hematopoiéticas na medula
nem efeitos genotdxicos

nos hepatdcitos.

- A inexisténcia de NP no
nucleo pode explicar a
auséncia de efeitos
genotoxicos. Parametros
como IL-6 e TNF-a nao

estavam aumentados.
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Tabela 2. Continuacao dos estudos de genotoxicidade in vivo

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
Pontos - Ensaio do - Injecao Intra -Ensaio do cometa: (62)
quanticos com | cometa peritoneal Unica Resultados heterogéneos.
core-shell - CBMN com A exposicao induziu um
CdSe/ZnS concentracfes aumento significativo do
- Ratos machos | 4e 0,005 pg/kg, dano no DNA dose-
adultos 0,05 pg/kg, 0,5 dependente no cérebro e
Sprague ~ | ug/kg e 5 ug/kg figado e nos testiculos s6
Dawley de pontos na dose de 5 pg/kg. Nos
quanticos pulmdes ndo houve
) nenhuma resposta
-Retiradas P
significativa. Nos rins s6
amostras do
. . nas trés doses mais altas
figado, rim,
N houve resposta, ndo dose-
pulmdes,
. dependente.
cérebro e
testiculos. - CBMN: Resultados
homogéneos, com um
aumento dose-dependente
da frequéncia de MN e
atividade clastogénica.
NP de Ag com | - CBMN - Trés grupos | - Cauda maior nos grupos (63)
tamanho de . receberam expostos durante 2 e 3
- Ensaio do
98,3 nm injecBes semanas, indicando dano
cometa
intraperitoneais no DNA dependente do
- 32 ratos

macho Wistar

de uma solugéo
de NP de Ag com
3 mg de NP por
quilo de peso
corporal
diariamente,
durante 1, 2 ou 3

semanas.

tempo de exposicao.

-CBMN: Maior frequéncia
de MN que os controlos no
grupo exposto durante 3

semanas.
- Niveis de ROS
significativamente mais

elevados passadas 2 e 3
Niveis de
GSH

diminuidos. Stress oxidativo

semanas.

antioxidantes e

como mecanismo provavel.
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Tabela 2. Continuacao dos estudos de genotoxicidade in vivo

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
NPs de Aude 5, | - CBMN - Teste - Standard: N&o houve 47
20 e 50 nm standard e de standard: aumento na frequéncia de
longa duragéo Injecdo i.v. MN, independentemente do
- Ratos adultos diaria de 0,02, tamanho da NP.
Kunming 01e05 mg..kg - Longa duracgdo: S6 os NP
" durante 4 dias de Au de 5nm levaram a um
-Teste longa | aumento significativo na
duracéo: Injecdo | frequéncia de MN na dose
i.v.de 0,17e 0,5 mais elevada, sugerindo a
mg.kg?! das NPs | existéncia de dano apds
diaria durante 14 | uma longa exposicao.
dias.
NP de silica|- CBMN em Doses de 500 | - Frequéncia de MN (64)
com tamanhos | ratos machos | ppm e 1000 ppm | significativamente
entre 20-30 nm | Sprague de NP de silica na | aumentada no grupo
Dawley de 8 | &gua durante 28 | exposto a 1000 ppm de NP
semanas dias. de Si.
- Niveis de MDA elevados e
niveis de GSH e atividade
da catalase
significativamente
reduzidas no grupo exposto
a dose de 1000 ppm.
SWCNT com |- CBMN em Doses de 25 | - Ndo foram observados (65)
diametro de 1- | ratos ICR mg/kg, 50 mg/kg e | efeitos genotoxicos com

1,2 nm

machos com 8

semanas

100 mg/kg por via

intra peritoneal

significado estatistico.

- SWCNT

encontrados na cavidade

foram

abdominal dos ratos.
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Tabela 2. Continuacao dos estudos de genotoxicidade in vivo

particula entre

policroméaticos

0,59 mg/kg (1%

- CBMN: Nao foram

Tipo de NP Ensaios e Dose/ Duragéo Resultados Referéncia
caracteristicas | da Exposicéo
NP de TiO2com | - CBMN em - Dose Unica de - O dano no DNA (51)
tamanhos  de | eritrécitos NP de TiO2 de aumentou ap6s um dia.

15-60 nm da medula da DLso por kg .

observados nem efeitos

Ossea de rato de peso L
citotoxicos nem

. corporal), or .
- Ensaio do poral) P mutagénicos.
injecdo
cometa em
. intravenosa.
células
. Sacrificio
sanguineas
el passados 1 dia
periféricas

ou 1, 2 e 4

semanas.

NP: Nanoparticulas; CBMN: Ensaio do micronicleo em células com a citocinese bloqueada; CA: Aberragdes
cromossomicas; MN: Micronucleos ROS: Espécies reativas de oxigénio; GSH: Glutationa; IV: intravenoso; MDA:

Malondialdeido; SWCNT: Nanotubos de carbono de parede Unica; DL50: Dose letal média

No estudo realizado por Li et al. (48) foi descrito um conjunto de mecanismos
envolvidos na genotoxicidade de nanoparticulas de prata. Foi observada uma desregulacéo
nos genes envolvidos no stress oxidativo, nomeadamente GPX7, TPO, HMOX1, e na ligacéo
de ides metdlicos como MT1B, MT1H, MT1X e MT2A. Estes Ultimos pertencem as
metalotioneinas, biomarcadores para a toxicidade induzida por metais. Foi também posta a
guestao dos efeitos genotoxicos observados serem derivados da presenca do i&o Ag* ou da
prépria nanoparticula. Neste estudo foi analisado o efeito de um quelante do ido prata, a N-
acetilcisteina, e uma substéncia antioxidante analoga da vitamina E, o Trolox. Observou-se
que houve um efeito reduzido da N-acetilcisteina na citotoxicidade das nanoparticulas e um
efeito protetor, sem significado estatistico, na formacdo de MN e ROS. Ja o antioxidante
demonstrou uma reducdo na inducdo de ROS e MN, o que sugere que a inducdo de
genotoxicidade por parte das nanoparticulas de Ag é por via do stress oxidativo e ocorre

devido a nanoparticula em si e ndo a libertagédo do ido Ag* (48).

Noutro estudo, de Benameur et al., centrado em nanoparticulas de CeO,, foi
observado que a ocorréncia de MN no ensaio CBMN era maioritariamente de MN centrémero-
negativos, isto €, micronucleos que correspondem a fragmentos cromossémicos acéntricos,
formados por DSB. Ou seja, foi mais evidente o efeito clastogénico das nanoparticulas, o qual
origina aberracdes estruturais cromossoémicas. O mesmo mecanismo clastogénico destas

nanoparticulas foi inibido a valores basais na presenca de catalase, uma enzima intracelular
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capaz de decompor o peroxido de hidrogénio, o0 que sugere que esta espécie reativa possa
ter um papel importante. Os efeitos genotdxicos observados foram significativamente menores
na escala micro relativamente ao mesmo material na nanoescala. Também foi observado um
aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), o que indica um aumento da peroxidacéo
lipidica. De referir que as doses menores de nanoparticulas de CeO; usadas neste estudo
(mais proximas da concentracdo num contexto de exposicdo cronica) apesar de terem
aumentado a frequéncia de MN, ndo induziram significativamente a citotoxicidade, isto é, a
perda de viabilidade e necrose. Os autores propdem entdo que o mecanismo provavel para o
efeito clastogénico deste tipo de nanoparticulas tenha por base a difusdo de O, / H20;
(formado na mitocondria e/ou quando a NADPH oxidase membranar é estimulada) para o
nucleo, onde pode sofrer uma conversdo catalisada por metais em radical hidroxilo HO-,
reagindo com o DNA. As ROS e os subprodutos da peroxidacao lipidica, como o MDA,
desempenham provavelmente um papel importante nos efeitos genotéxicos em termos de
danos clastogénicos (53). No entanto, existem estudos com resultados divergentes. Nos
ensaios realizados por Aye et al. (62), existiu um aumento evidente na frequéncia de MN em
todos os tecidos analisados (sendo a percentagem obtida na concentracdo mais elevada
superior a obtida pelo controlo positivo). No entanto, os resultados do ensaio do cometa ndo
foram tdo homogéneos. A analise aos parametros relativos a ocorréncia de stress oxidativo e
inflamacdo também demonstrou que as alteragfes ndo foram significativas. Isso pode ter
ocorrido devido ao facto de as avaliagcdes a estes parametros terem sido realizadas apos 24
h de injecéo intra-peritoneal e os pontos quénticos terem induzido stress oxidativo poucas
horas ap0ds a inje¢do. Os autores observaram a existéncia de um impacto genotoxico dos
pontos quanticos nas células germinativas, ha dose mais alta estudada, sem apresentar, no

entanto, nenhuma relagdo dose-resposta (62).

Noutro estudo com resultados heterogéneos, Kazimirova et al. (51) observaram que
os efeitos genotéxicos derivados da exposicdo a NP de TiO, podem depender do meio em
que as nanoparticulas sdo preparadas. Ensaios ex vivo realizados em 13 voluntarios
demonstraram uma grande variabilidade na lesdo de DNA induzida, o que pode ser atribuido
a suscetibilidade individual. Nos dados in vivo retirados deste estudo também se pode
observar que os resultados dependem da altura da recolha das células, visto que um valor
maior de dano no DNA foi encontrado um dia ap0s a injecdo das nanoparticulas do que apés
2 e 4 semanas. No panorama geral, obtém-se mais resultados positivos nos ensaios in vitro
do que nos in vivo. O facto de, neste estudo, o0 ensaio cometa e o ensaio dos micronucleos
darem aparentemente resultados contrarios pode ser devido aos mecanismos subjacentes
aos efeitos genotdxicos, uma vez que cada ensaio avalia a genotoxicidade por mecanismos
diferentes (51).
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Outro dos mecanismos descritos na literatura sdo os fendmenos de inflamacéo. Nos
ensaios efetuados por Akerlund et al.(49) foi observado o aumento de varias citocinas apos
exposi¢cdo a macrofagos previamente expostos as NP. Os niveis de IFN-a e IL-17A estavam
aumentados apds 3h de exposicao. Estas citocinas sdo marcadores para a hipersensibilidade
tardia, habitualmente produzidas por células NK e células T Helper 17. Existiu também um
aumento do fator inibitério de migracdo dos macréfagos (MIF) e da citocina VEGF. A primeira
€ considerada um fator pro-tumorigénico, enquanto que a segunda tem um papel na
angiogénese associada a tumores. Foi demonstrado que a inflamagc@o resultou em
genotoxicidade, pois 0 meio formado por macrofagos expostos as NP causou lesdo do DNA.
Pensa-se que esses danos ocorreram devido & acumulacdo de oxido nitrico sintase dentro
das células epiteliais devido as citocinas pro-inflamatérias, resultando na producao intracelular
de NO (49).

Noutro estudo, realizado por Li et al.(59), revelou que as vias significativamente mais
reguladas, devido ao tratamento com NP de TiO,, estdo associadas ao stress oxidativo e ao
NRF2. Observou-se que o gene haptoglobina foi um dos que teve a sua regulacdo mais
aumentada, uma proteina associada a fase aguda de infe¢des e inflamag&o. Concluiu-se
entdo que as NP aqui utilizadas interromperam a homeostase metabdlica no tecido hepatico,
enguanto induziram stress oxidativo, respostas inflamatérias e apoptose no tecido pulmonar.
O dano ocorrido no DNA revelou-se maioritariamente na formagéo de nucleotidos oxidados.
Ja no tecido hepético tanto a interrupgdo do metabolismo lipidico e da glicose como a
desregulacdo do metabolismo xenobidtico tiveram como impulsionadores fenomenos de

stress oxidativo (59).

O potencial genotéxico de uma nanoparticula pode ser influenciado por varios fatores,
entre os quais o revestimento. Nos ensaios realizados por Galeone et al. (66), 0 mesmo tipo
de NP (neste caso pontos quanticos de CdSe-ZnS) com diferentes tipos de revestimento
forma analisados: revestimento com acido mercaptoundecanoico (QD-MUA), revestimento de
polimero e polietilenoglicol (QD-PC-PEG) e revestimento de polimero com octadeceno de
anidrido poli-maleico (QD-PC). O tempo de vida das drosdfilas foi claramente diminuido pela
exposi¢cdo aos pontos quanticos, tendo existindo diferengas significativas nos diferentes
revestimentos, com os QD-MUA considerados os mais prejudiciais. Também se observou um
aumento dos niveis de ROS, sendo estes revestimento-dependentes. Os autores concluem
assim que a reducédo do tempo de vida se deve a producao intracelular excessiva de ROS,
provavelmente consequéncia da libertacédo intracelular de ides Cd?*. Concluiu-se que a
toxicidade dos pontos quanticos in vivo se deve maioritariamente a sua degradacgéo in situ,
com a libertacdo intracelular de ibes metalicos, que leva a um aumento do stress oxidativo e

a inducao de resposta da homeostase celular. Apesar do mecanismo ndo estar totalmente
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esclarecido, pensa-se que os ides de cadmio intracelulares ao excederem a capacidade das
moléculas antioxidantes vao interagir com os sitios de ligacéo catidénicos das enzimas e com
tiolatos de cisteina reativos das proteinas. Apds uma exposicdo cronica vai ocorrer um
aumento do estado de oxidacdo celular e a superproducdo de ROS, podendo esta ser ainda

amplificada devido a ocorréncia de reacdes de Fenton (66).

Tem sido também descrito na literatura a capacidade de certas NP de perturbar o
funcionamento normal do ciclo celular. Xu et al. (67) investigaram os efeitos genotéxicos de
pontos quénticos de grafeno. Observou-se que a exposi¢cdo a pontos quanticos de grafeno
modificados com aminas (AG-QDs, 100 pg/mL) alterou a expressao de 2898 genes em células
NR8383. Neste estudo, 1335 desses genes estavam regulados positivamente enquanto 1563
estavam regulados negativamente. Esta alteracdo na expressédo de genes vai alterar a
progressao do ciclo celular. Ocorreu também a diminuicdo de Rbll fosforilado e
consequentemente a regulacao negativa de E2f1, 2 e 3, 0 que leva a que a sintese de DNA e
a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S seja suprimido. A diminuicdo da
expressao dos genes Cdc45 também blogueou a iniciagcao da replicagcdo do DNA. Outro gene
regulado negativamente nas células NR8383, o Cdc20, induz a interrupgéo da fase M do ciclo

celular, devido a perturbagéo da separacdo das cromatides-irmas (67).

Os efeitos das NP nas substancias antioxidantes presentes no organismo também
podem levar a um aumento no dano do DNA. Num estudo de Azouz et al. (64), para além do
aumento da frequéncia de MN observada na exposi¢cdo a 1000 ppm de NP de silica foi
também observado um aumento significante nos niveis de MDA, um marcador para o stress
oxidativo. No entanto, tanto a atividade de catalase e os niveis de GSH estavam
significativamente reduzidos, tanto no figado como nos rins dos animais expostos a dose mais
elevada. Estas Ultimas substancias tém um papel crucial na inativacéo de radicais e ROS e,
devido a diminuicdo da sua quantidade, vai existir um acumular destes radicais e
consequentemente um aumento do dano no DNA e na célula. Através da imunocoloracéo da
proteina caspase-3 confirmou-se que as NP de silica induziu danos nos tecidos por apoptose
e que o stress oxidativo foi relatado como uma via para o apoptose e inflamacéo induzidas
por estas NP (64). A Figura 2 procura esquematizar os diferentes mecanismos de

genotoxicidade descritos na literatura para as nanoparticulas.
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Figura 2. Esquemas dos possiveis mecanismos de genotoxicidade induzida por
nanoparticulas. A formagdo de ROS esta associada a formacéo de bases oxidadas e a
clastogenicidade. As alteracbes ao nivel do fuso mitético poderdo dar origem a
alterac6es numéricas dos cromossomas (efeito aneugénico).

Conclusao

O impacto da exposicao crescente dos humanos a nanoparticulas e a informacéo
inadequada do seu potencial genotéxico é uma preocupacdo da comunidade cientifica.
Apesar da existéncia de um aumento de estudos publicados sobre este assunto, as
informacgdes recolhidas sdo muitas vezes dificeis de comparar. Isso deve-se a falta de alguns
dados importantes, caracteriza¢des incompletas das nanoparticulas e/ou a falta de qualidade
e adequacdo das metodologias utilizadas. Os dados recolhidos na literatura apontam, no
panorama geral, para a existéncia de genotoxicidade por parte de alguns tipos de
nanoparticulas. Os mecanismos descritos com mais regularidade sdo o stress oxidativo e

fendmenos de inflamacdo. No entanto, altera¢des induzidas no ciclo celular e efeitos nas
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substancias antioxidantes produzidas pelo organismo podem ter influéncia na genotoxicidade

destes materiais, para além dos mecanismos de genotoxicidade direta.

E necessario um aumento dos estudos in vivo para melhor caracterizacdo dos
mecanismos associado a genotoxicidade e a criacdo de uma bateria de ensaios citotdxicos e
genotoxicos especificos para os nanomateriais, de forma a facilitar a avaliacdo de riscos num
contexto regulatério. A area da nanogenotoxicidade esta cheia de desafios devido ao vasto
leque de mecanismos possiveis, a diversidade de nanoparticulas existentes e a variedade de
vias que podem levar a um efeito genotdxico. Uma correta caracterizagdo destes mecanismos
€ assim essencial para o ainda maior desenvolvimento da nanotecnologia e para a utilizacdo

no seu potencial maximo.
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