%
™

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Centro Biomédico
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

&
S +

UERJ

&,

% esnan o
T

&

A0V0ISgy,
N,
0 pp JpW

%

Marcela Correia da Rocha Honorato

Avaliacéo toxicogenética de oxido de zinco: analise comparativa

de nanoparticulas e forma massiva em modelos alternativos

Rio de Janeiro
2024



Marcela Correia da Rocha Honorato

Avaliagéo toxicogenética de 6xido de zinco:

analise comparativa de nanoparticulas e forma massiva em modelos alternativos

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa de Pés-
Graduacdo em Biociéncias, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Fernando Araujo-Lima

Coorientador: Prof. Dr. Israel Felzenszwalb

Rio de Janeiro
2024



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

H774 Honorato, Marcela Correia da Rocha.

Avaliagdo toxicogenética de Oxido de zinco: andlise comparativa de
nanoparticulas e forma massiva em modelos alternativos / Marcela Correia da Rocha
Honorato. - 2024.

59 f.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Fernando Araljo Lima de Oliveira
Coorientador: Prof. Dr. Israel Felzenszwalb

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes. P6s-graduacdo em Biociéncias.

1. Nanotecnologia — Instrumentacdo — Teses. 2. Sobrevivéncia celular — Efeitos
dos farmacos. 3. Oxido de Zinco — Toxicidade. 4. Testes de mutagenicidade — Métodos.
1. Oliveira, Carlos Fernando Aradjo Lima de. Il. Felzenszwalb, Israel. I1l. Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. IV. Titulo.

CDU 620.3:615.9

Bibliotecario: Felipe Caldonazzo CRB7/7341

Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta dissertacéo,

desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Marcela Correia da Rocha Honorato

Avaliacao toxicogenética de 6xido de zinco:

analise comparativa de nanoparticulas e forma massiva em modelos alternativos

Dissertacdo apresentada, como requisito parcialpara
obtencdo do titulo de Mestre, a0 Programade P0s-
Graduagdo em Biociéncias, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 02 de abril de 2024.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Fernando Araujo-Lima

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
Coorientador: Prof. Dr. Israel Felzenszwalb

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Andréia da Silva Fernandes
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

Prof. Dr. Adenilson de Souza da Fonseca
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

Prof.2 Dra. Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2024



DEDICATORIA

Como forma de agradecimento ao apoio, carinho e investimento, dedico este trabalho aos
meus maiores incentivadores, meus pais, Marcello e Claudia;
Ao Dr° Daniel Rosa Alvarez Simon (em memdria);

A minha mae do céu, Nossa Senhora de Fatima.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Marcello e Claudia, por sempre me lembrarem que mar calmo
nunca faz bom marinheiro. Sem vocés, nada disso seria possivel. Agradeco o apoio emocional
e moral da minha irmd Carolina. Ao Leandro, meu melhor amigo e companheiro de vida.
Obrigada por ndo me deixarem desistir.

Agradeco o carinho da minha vd, Rosangela, e da minha madrinha, Angela; exemplos
de profissionais da saude. Ao apoio dos meus amigos de vida, Brenda, Vanessa, Pedro e
Rafaela. Cada um de vocés tem extrema importancia na minha vida.

Agradeco, com exaltamento, ao meu orientador Carlos Fernando Aradjo Lima, pelo
apoio e por ter me concedido a oportunidade de conhecer e desbravar um horizonte nunca visto
por mim antes. Agradeco ao meu coorientador, Israel Felzenszwalb, pelo valiosissimo apoio e
pela oportunidade de fazer parte da familia LabMut. Inquestionavelmente, vocés dois foram os
responsaveis por todo 0 meu progresso tanto pessoal quanto profissional. Isto é impagavel. A
minha eterna e mais sincera gratidao.

Agradeco ao Laboratdrio de Mutagénese Ambiental por ter me acolhido. Sem duvidas,
eu nunca me esquecerei de todas as horas em que aquelas paredes foram a minha casa durante
esses 2 anos de mestrado. E aos meus amigos de laboratorio Alex, Natélia, Lizandra, Barbara,
Leticia, Adrielli, Pedro, Eduardo, Lays e Prof2. Dr. Andréia.

Agradeco aos professores e professoras da banca por cederem seus tdo brilhantes
conhecimentos para a avaliacdo deste estudo. Excepcionalmente, ao professor Adenilson, por
ter aceitado de prontiddo a revisao deste texto.

Agradeco ao Prof® Dr° Otniel Freitas Silva por ter cedido as amostras que foram
utilizadas neste estudo.

Agradeco a Profd. Dra. Renata Jurema Medeiros e ao Magno Maciel Magalhées, do
Laboratorio de Fisiologia — Departamento de Farmacologia e Toxicologia do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), que aceitaram colaborar e participar
da execucéo de parte deste trabalho e me permitiram conhecer o brilhante mundo do Zebrafish.

Em conclusdo, agradeco a Universidade do Estado do Rio de Janeiro e ao Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, que abrigam carinhosamente o Laborat6rio de Mutagénese
Ambiental, e as agéncias de fomento (CNPqg, CAPES e FAPERJ) pelo apoio financeiro ao

laboratdrio que, terminantemente, ajudou para a elaboracédo deste trabalho.



“N&o fui eu que Ihe ordenei? Seja forte e corajoso! N&o se apavore, nem se desanime,
pois 0 Senhor, o seu Deus, estard com vocé por onde vocé andar.”

Josué 1:9

“Eu sou um universo de atomos, e ainda assim, um atomo no universo.”

Richard P. Feynman



RESUMO

HONORATO, Marcela Correia da Rocha. Avaliacdo toxicogenética de oxido de zinco:
analise comparativa de nanoparticulas e forma massiva em modelos alternativos. 2024. 59
f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A nanotecnologia consiste na manipulacdo e producdo de materiais em escala
nanométrica. E uma area da ciéncia que ganhou destaque e desenvolvimento nas ultimas
décadas. Devido ao tamanho reduzido, as nanoparticulas possuem propriedades fisicas e
qguimicas mais intensas quando comparadas as moléculas em escala macroscopica. Em
particular, as nanoparticulas de Oxido de Zinco sio usadas para o uso comercial devido as suas
caracteristicas antibacterianas, nanopesticidas e nanofertilizantes. Sua forma massiva (bulk)
também é utilizada. Os efeitos nocivos do uso das nanoparticulas do 6xido de zinco e sua forma
massiva levam a preocupacdo com o potencial toxico das moléculas tanto para com os sistemas
biol6gicos quanto para com o meio ambiente. A nanotoxicologia propde-se a explorar os efeitos
adversos dos nanomateriais. O objetivo do trabalho foi a avaliacdo toxicogenética das
nanoparticulas do éxido de zinco e sua forma massiva em modelos in vitro e in vivo, fazendo
uma comparacgdo da nocividade de ambas as formas do mesmo material. As concentracdes
testadas foram de 0,005 a 50ug/ml. Para o teste in vitro, com célula procariética, foi realizado
0 teste de reversdo bacteriana. O teste é conhecido como Teste de Ames ou
Salmonella/microssoma. Possui como objetivo a identificacdo do potencial mutagénico de
compostos quimicos com o uso de cepas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium que
possuem mutacdes interferentes nos processos bioquimicos da sintese de histidina (His®). Os
ensaios foram realizados com e sem ativacdo metabodlica. Foram utilizadas as cepas TA97a,
TA98, TA100, TA102, TA104 e TA1535. Como modelo eucaridtico, foram utilizadas células
da linhagem celular HepG2 (hepatocarcinoma humano), realizado o teste de sal de tetrazolio
solivel em agua (WST-1) e observada a viabilidade celular através do dano mitocondrial. In
vivo, foi realizado o Teste de Toxicicidade Aguda em Embrides de Peixe Zebra (Danio rerio).
O teste tem a finalidade de observar a letalidade aos embrides, bem como alteracoes
morfoldgicas e cardiacas neste modelo apo6s a exposicdo aguda as substancias quimicas. Nos
ensaios in vitro, foi observado inducdo de mutagenicidade induzidas pelas duas formas do
Oxido de Zinco com e sem metabolizacdo exdgena por S9 mix nas cepas TA98 e TA102. Na
cepa TA100, foi observado efeito mutagénico sem S9 mix, induzida pela forma bulk na maior
concentracdo testada. Na analise de WST-1, foi observada significativa citotoxicidade de forma
dose-dependente induzida pelas nanoparticulas na linhagem HepG2 quando comparado a forma
massiva, promovendo maior dano mitocondrial e reduzindo a viabilidade celular. No modelo
in vivo, foi observado que as nanoparticulas interferiram no desenvolvimento anatdbmico dos
embribes alterando o diametro dos olhos e tamanho corporal. Os batimentos cardiacos nédo
foram alterados. Em sintese, considerando os resultados positivos para toxicidade in vitro e in
vivo, 0 6xido de zinco na forma massiva e a forma nanoparticulada, precisam ter suas
aplicabilidades revistas quanto a seguranca toxicoldgica e a ecotoxicicidade.

Palavras-chave: nanotoxicologia; nanoparticulas de 6xido de zinco; toxicidade.



ABSTRACT

HONORATO, Marcela Correia da Rocha. Toxicogenetic evaluation of zinc oxide:
comparative analysis of nanoparticles and bulk form in alternative models. 2024. 59 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Nanotechnology consists of the manipulation and production of materials on a
nanometric scale. It is an area of science that has gained prominence and development in recent
decades. Due to their small size, nanoparticles have more intense physical and chemical
properties when compared to molecules on a macroscopic scale. In particular, Zinc Oxide
nanoparticles are used for commercial use due to their antibacterial, nanopesticidal and
nanofertilizer characteristics. Its bulk form is also used. The harmful effects of using zinc oxide
nanoparticles and their massive form lead to concern about the toxic potential of the molecules
for both biological systems and the environment. Nanotoxicology aims to explore the adverse
effects of nanomaterials. The objective of the work was the toxicogenetic evaluation of zinc
oxide nanoparticles and their massive form in in vitro and in vivo models, making a comparison
of the harmfulness of both forms of the same material. The concentrations tested ranged from
0.005 to 50ug/ml. For the in vitro test, with prokaryotic cells, the bacterial reversion test was
performed. The test is known as the Ames or Salmonella/microsome test. Its objective is to
identify the mutagenic potential of chemical compounds using strains of Salmonella enterica
serovar Typhimurium that have mutations that interfere with the biochemical processes of
histidine (His-) synthesis. The assays were performed with and without metabolic activation.
Strains TA97a, TA98, TA100, TA102, TA104 and TA1535 were used. As a eukaryotic model,
cells from the HepG2 cell line (human hepatocarcinoma) were used, the water-soluble
tetrazolium salt test (WST-1) was performed and cell viability was observed through
mitochondrial damage. In vivo, the Acute Toxicity Test was carried out on Zebrafish Embryos
(Danio rerio). The test aims to observe lethality to embryos, as well as morphological and
cardiac changes in this model after acute exposure to chemical substances. In in vitro tests,
induction of mutagenicity was observed in the Ames Test caused by the two forms of Zinc
Oxide tested with and without exogenous metabolism in strains TA98 and TA102. In strain
TA100, mutagenicity was observed without exogenous metabolism induced by the bulk form
at the highest concentration tested. In the WST-1 analysis, greater cytotoxicity was observed in
a dose-dependent manner caused by nanoparticles in the HepG2 lineage when compared to the
bulk form, promoting greater mitochondrial damage and reducing cell viability. In the in vivo
model, it was observed that the nanoparticles interfered with the anatomical development of the
embryos, altering the diameter of the eyes and body size. The heartbeat was not changed. In
summary, given the positive results for toxicity, both zinc oxide in bulk and nanoparticle form
need to have their applicability reviewed in terms of toxicological safety and ecotoxicity.

Keywords: nanotoxicology; zinc oxide nanoparticles; toxicity.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia surgiu e assomou aos processos industriais com a crescente
utilizacdo de materiais compostos por particulas em escala nanométrica. Segundo a
Sociedade Americana de Testes e Materiais, nanomateriais sdo particulas ultrafinas, com
comprimentos de duas ou trés dimensfes e que possuem tamanho em média de 1 a 100
nanémetros, podendo ou ndo apresentar intesividade de propriedade relacionadas ao seu
tamanho. Dependendo da area de aplicacdo e do material utilizado, com o tempo, 0s
nanomateriais se sobrepuseram ao uso de substancias com a forma massiva (Wang, Wang,
2020). Dada escolha refere-se ao fato de que, como as nanoparticulas se encontram em
tamanho menor, essa diminuicdo faz com que haja uma modificacdo da superficie e
amplificacdo da reatividade quimica aprimorando sua aplicacdo (Elsaesser; Howard, 2012).

Substancias nanométricas sdo empregadas em diversos setores, tais como
cosméticos, biotecnologia, eletrdnicos, téxteis, engenharia ambiental e itens do cotidiano,
além de desempenharem papel na area da saude, sendo utilizadas em diagndsticos por
imagem e no desenvolvimento de sistemas para administracdo de medicamentos (Bonnard
etal., 2019; L. Zhang et al., 2008; Du et al., 2019).

Nas ultimas décadas, a nanomedicina tem se demonstrado uma das areas promissoras
da nanotecnologia com o uso de nanofarmacos. Devido ao seu tamanho ultrapequeno, as
particulas podem ser empregadas como mecanismos de entrega de remédios em tratamentos
focados em tecidos e receptores celulares especificos (Bogdanovi¢ et al., 2014) sendo
utilizadas para o tratamento de diversas doencas, em especial, o cancer, com o método de
drug delivery (Bahrami et al., 2017; Gholipourmalekabadi et al., 2017). As nanoparticulas
também estdo presentes em novos métodos de tratamento baseados na antibioticoterapia
devido ao surgimento de cepas resistenes aos antibidticos (Katas et al., 2019) além de
também estarem presentes em preparagdes cosméticas como os protetores solares, sendo
usados na sua composic¢do nanoparticulas de zinco e titdnio desde a década de 1980 (Weir
etal., 2012).
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Uma das classes de nanoparticulas é a de 6xidos metalicos. As nanoparticulas de
Oxido de zinco compreende particulas empregadas quimicamente pelas suas capacidades
fisicas e quimicas, como a alta capacidade semicondutora, fotocatalisadora e alta
estabilidade quimica. Bem como a forma nanoestrutural, a forma massiva também ¢é
utilizada comercialmente (Mendoza-Milla et al., 2022). Alguns beneficios semelhantes sdo
encontrados em outros nano-6xidos metalicos, como o éxido de cobre (CuO); diéxido de
titanio (TiO2) e 6xido de zinco (ZnO) (Stankic et al., 2016).

Mediante as aplicabilidades do material nanoparticulado, desde a fabricacédo até seu
destino final, também é necessaria a atencdo quanto ao seu descarte para que ndo impacte
negativamente o ambiente aquatico, por exemplo. Consequentemente, 0os organismos ali
presentes também seriam afetados. Compostos quimicos entrando ou ndo de maneira
intencional em contato com o ambiente e com 0s organismos gera desequilibrio ambiental
e, consequentemente, impacto ecotoxicoldgico (Dai et al., 2014).

As propriedades vantajosas dos nanomateriais podem resultar em um efeito
prejudicial ao organismo humano e ao ambiente. Com a reducdo do tamanho, fica mais
evidente a facilidade de penetracdo no corpo através dos sistemas digestivo, dérmico e
respiratorio, além de conseguirem alastrar com mais facilidade no sangue através dos
capilares (Tee et al., 2019). Os efeitos nocivos ao ambiente, como o solo e a agua, levam
em consideracdo a bioacumulacdo e a capacidade de intervir no desenvolvimento de
organismos aquaticos (Kuhr et al., 2018).

Com a implementacdo do uso dos nanomateriais, sdo necessarios esclarecimentos
guanto aos seus efeitos nocivos a saude humana e ambiental (Lewinski et al., 2008). Para o
auxilio dessas informacg6es, a nanotoxicologia propde-se a avaliar os efeitos nocivos dos
materiais nanomeétricos com o auxilio de metodologias direcionadas ao entendimento da
interacdo nanoparticula-célula (Radaic et al., 2016).

O campo denominado toxicogenética gera debates acerca das mudancas resultantes
da exposicdo a agentes fisicos e quimicos no material genético de todos os seres vivos. A
mutagenicidade é uma area estudada nesse ramo e lida com as alteragbes na sequéncia
nucleotidica que ocorrem em nivel génico - substitui¢des, inserces ou dele¢bes de um ou
mais nucleotideos - ou cromossémico, originadas por rearranjos ou quebras, modificando
sua estrutura (danos clastogénicos) ou afetando sua integridade numérica, por ganho ou

perda de cromossomos inteiros (danos aneugénicos) (Kummrow e Umbuzeiro, 2021).
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Dentre as aplicabilidades de metodologias experimentais incluidas na toxicogenética
para as avaliacfes de nocividade, sdo encontrados testes in vitro, com modelo procarioto e
eucarioto e in vivo, a fim de aprimorar e esclarecer os resultados. O teste de mutagao reversa
bacteriana, também conhecido como Ensaio Salmonella/microssoma ou Teste de Ames, é
utilizado como uma das primeiras abordagens in vitro na avaliacdo de substancias que
causam mutacOes genéticas pontuais. Se configura como uma alternativa a utilizacdo de
procedimentos que envolvam animais de experimentacdo (Carrdo-Dantas et al., 2022).
Também in vitro, metodologias sdo aplicadas com células mamiferas a fim de observar o
efeito citotoxico as células frente a exposicao das substancias quimicas, como o teste de
WST-1 (Ngamwongsatit et al., 2008).

Para as avaliagfes ecotoxicoldgicas, 0 modelo peixe-zebra, do inglés Zebrafish, é
utilizado como modelo toxicoldgico. Esse modelo tem ganho forca para estudo em
nanotecnologia por ser intermediario entre modelos celulares e mamiferos além de
conseguirem ser mais complexos para ver o impacto da distribuicdo das nanoparticulas.
(Torres-Ruiz et al., 2021). E escolhido pela alta homologia com a genética humana e sua
facil manutencdo laboratorial, apresentando vantagens como alta taxa de fecundacdo e

embribes transparentes (Lee et al., 2021).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Nanomateriais

A nanotecnologia € um dos ramos mais promissores da tecnologia sobre o qual se
depositam grandes expectativas. O prefixo grego “nano” significa “ando” ou refere-se a algo
muito pequeno (Bayda et al., 2019). A Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (do inglés,
The National Nanotechnology Initiative — NNI) assegura a nanotecnologia como “uma
ciéncia, engenharia e tecnologia conduzida em nanoescala, onde fendmenos Unicos
permitem novas aplicacOes, desde a quimica, fisica e biologia, até medicina, engenharia e
eletronica”. Quanto ao uso de nanoparticulas, é necessaria a preocupacgdo na utilizacdo de
estruturas controladas devido a sua forma e tamanho e, por conseguinte, o0 zelo quanto a
utilizacdo das vantagens das propriedades das particulas em nanoescala (Barhoum et al.,
2022).

Posteriormente, o termo foi aplicado a nanociéncia, que compreende o entendimento
dos eventos que abrangem a manipulacdo, seja na conce¢do, controle e alteracdo dos
materiais em varias escalas - atdbmica, molecular e macromolecular - estando ligada a varias
areas do conhecimento como engenharia, fisica, quimica, biologia, eletrénica, informatica e
medicina (Khatoon et al., 2023). No entanto, a literatura ja descreve o uso das nanoparticulas
sendo usadas pelos humanos desde o século 1V dC, na Roma antiga, com a aplicacdo das
nanomoléculas aos vidros. O mais arcaico e pioneiro deste exemplo foi denominado Célice
de Licurgo (Barhoum et al., 2022).Existem os prés e contras para todos os protocolos de
sintese de nanoparticulas, que podem envolver processos quimicos e biol6gicos (Zhang et
al., 2016). As metodologias de sintese geram residuos toxicos (Rai & Yadav, 2013) e,
mesmo a deposi¢do dos produtos toxicos na superficie das nanoparticulas, os métodos
guimicos ainda sdo os mais utilizados (Narayanan & Sakthivel, 2010).

Dada escolha refere-se ao fato de ter um maior controle do tamanho e da forma do
material nanoparticulado. Para esta sintese sdo utilizados ions de prata — mais comumente
nitrato de prata — provocando clusters de prata metalica. Também sdo usados agentes
estabilizadores a fim de promover uma melhor estabilidade coloidal com o propdsito de

amplificar o controle da forma geométrica da nanoparticula (Meng et al., 2010).
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Em escala nanomeétrica, ha o confinamento de elétrons no interior da particula,
acentuando suas propriedades magnéticas, opticas e elétricas (Liu et al., 2016) fazendo com
que sejam acentuados os aspectos toxicolégicos dos nanomateriais sendo analisado em
conjunto com o periodo de exposi¢do, quantidade, agregacdo, densidade, dimens&o,

formato, superficie e carga (Altunbek et al., 2014).

1.1.1 Nanoparticulas Metalicas — NPMs

Particulas metalicas em escala nanométrica sdo pequenos fragmentos de particulas
de que podem ser feitas de diversos tipos de metais, incluindo ouro, prata, ferro, entre outros
compostos (Krol et al., 2017). Devido as propriedades fisico-quimicas, as nanoparticulas
metalicas, bem como outras classes de materiais hanométricos, possuem a capacidade de
diferenciacdo dos seus analogos em escalas maiores como a alta funcionalidade,
biocompatibilidade, ampla disponibilidade e maior reatividade de superficie (Patil &
Burungale, 2020).

Nanoparticulas a base de metal e de 6xido metalicos, com a presenca de oxigénio na
sua composic¢do quimica, apresentam caracteristicas eletroluminescentes e termoelétricas
mais intensas (Seabra & Duréan, 2015). O tamanho das particulas impacta nas propriedades
de reatividade e capacidade de interacdo com o meio externo. A reatividade esta relacionada
ao volume da éarea de superficie, concentracdo, nivel de agregacdo e o recobrimento da

nanoparticula (Grassian, 2008).

1.1.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco

No grupo de Oxidos metélicos, encontra-se o Oxido de zinco (ZnO) e sua forma
nanoestruturada. Sua forma massiva é encontrada na crosta terrestre como um mineral
zincita e é classificado como um composto inorganico. Em alimentos, é um oligoelemento
essencial (Moatamed et al., 2019), pois participa do metabolismo, desepenhando papéis
importantes em proteinas, sintese de acido nucleico, hematopoiese e neurogénese (Jiang et
al., 2018) e e usado como aditivo em diversos produtos como pomadas, tintas e plastico
(Jiang et al., 2018).
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A forma nanoestruturada do 6xido de zinco possui alta aplicabilidade na composicéo
de materiais de uso topico devido sua atividade antimicrobiana devido a capacidade de
interagirem com as membranas celulares apds o rompimento da parede celular (Ahmad et
al., 2013). Dependendo da dosagem e do tamanho da particula, a toxicidade também € levada
em consideracao para 0 éxito da sua acao e a capacidade de induzir a producédo de espécies
reativas de oxigénio (Derbalah et al., 2012).

Sua aplicacdo comercial mais comum é na férmula de protetores solares com a
finalidade de agir como uma barreira fisica protetora sobre a pele fazendo com que os raios
ultravioleta sejam refletidos e dispersos (Ginzburg et al., 2021).

Além disso, as nanoparticulas apresentam melhor dispersdo em produtos de uso
topico, as tornando transparente na solugdo utilizada e mais esteticamente aceitavel (Sharma
etal., 2012).

A pesquisa em nanotoxicologia avanga em conjunto com o0s estudos de
nanotecnologia, visando identificar os potenciais perigos e riscos relacionados aos
nanomateriais (Maynard, 2012). Para alcancar esse proposito, a nanotoxicologia busca
estabelecer e identificar os danos causados pelos nanomateriais desenvolvidos e aplicados

em materiais que entram em contato com as células (Akcan et al., 2020).
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2 MODELOS AVALIADORES DE ECOTOXICIDADE, MUTAGENICIDADE E
CITOTOXICIDADE

Apesar da utilizacdo comercial das nanoparticulas, é encontrado na literatura que
ainda existem o riscos iminentes de nocividade proveniente do seu uso (Inoue & Takano,
2011). Substancias cancerigenas, como o0 amianto e o tabaco, foram expostas aos humanos
antes mesmo da identificacdo da sua malignidade a satde humana. Com a forma estrutural
semelhante a essas substancias, algumas nanoparticulas também apresentam efeitos
fibrogénicos e toxicos (Berk & Akkurt, 2012). A utilizacdo de métodos experimentais para
avaliar a toxicidade e mutagenicidade sdo fundamentais para a avaliacdo de outras
nanoparticulas e é importante para a aprovagao regulatoria de novas substancias e produtos
que serdo usado por seres humanos (KUMMROW e UMBUZEIRO, 2021).

Dessa maneira, existem diversos experimentos combinados em baterias de testes
aplicados na avaliacdo toxicoldgica, com o objetivo de investigar a seguranca e eficacia de
uma substancia. Essas diretrizes envolvem a realizacdo de ensaios em laboratério com
organismos simples e complexos, assim como testes em células somaticas e/ou
germinativas. (KUMMROW e UMBUZEIRO, 2021). Os testes in vitro e in vivo sdo
métodos que permitem selecionar materiais de alto rendimento para avaliar sua

biocompatibilidade para aplicacfes médicas e comerciais.

2.1 Modelo Procarioto

O ensaio de mutacdo reversa bacteriana, conhecido como teste de
Salmonella/microssoma ou também Teste de Ames, é utilizado como um dos primeiros testes
para avaliar substancias que podem ou ndo causar mutacdes genéticas pontuais (ROUBICEK
etal., 2021). O método representa a ser uma alternativa ao uso de testes que facam a utilizagéo
de animais em em laboratério (CARRAO-DANTAS et al, 2022). O método segue a conformidade
da Norma No 471 (OECD, 2020).

Regularmentamente, a OECD (2020) recomenda primariamente 0 uso das cepas
TA1535, TA97a, TA98, TA100 e TA102. O teste tem como objetivo empregar cepas
geneticamente modificadas da bactéria Salmonella enterica sorovar Typhimurium originarias
da linhagem LT2 para depender da adicdo do aminoacido histidina no meio de cultura,
tornando-as incapazes de crescer na auséncia dessa substancia essencial (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000).
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O procedimento envolve uma etapa inicial de pré-exposicao das cepas a diferentes
compostos, a fim de identificar aqueles que tém potencial para induzir mutagdes. 1sso pode
ser feito na presenca ou auséncia de um sistema externo de metabolizagcdo chamado S9 mix,
composto por um homogenato hepatico de rato e cofatores capazes de ativar a mimetizacao
hepatica necessaria do componente em estudo, algo que as bactérias naturalmente nédo
possuem (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Quando as células bacterianas entram em contato com a substancia teste e isso resulta
em eventos mutagénicos, é possivel determinar a magnitude ou forca da mutagenicidade
causada por essa amostra contando o nimero de coldnias que crescem como resultado do
retorno ao fendtipo original dessas células. Elas séo cultivadas em um meio seletivo com
tragos de histidina e biotina (ROUBICEK et al., 2021).

Diferentes mutacdes sdo atribuidas as linhagens utilizadas e as modificacdes genéticas
feitas nas cepas de Salmonella Typhimurium permitem que as bactérias se tornem sensiveis a
agentes mutagénicos que provocam danos no DNA por diferentes mecanismos especificos,
como a oxidacdo dos nucleotideos (MORTELMANS e ZEIGER, 2000) e aumente a
sensibilidade a xenobi6ticos de alto peso molecular (MARON e AMES et al., 1983). A
mutagdo AuvrB, que compreende a delecdo do gene que ird codificar o reparo por excisao de
nucleotideos - a remocao em uvrB vai até o gene do aminoacido biotina, o que resultou em
cepas que necessitam dessa substancia - o plasmideo pKM101 (fator R) que aumenta a
quantidade de reversbes espontaneas ao induzir um sistema de reparo propenso a erros e
proporciona resisténcia ao antibiotico ampicilina; o plasmideo pAQ1 que confere a mutacédo
da cepa TA102, ocasionando a deteccdo de mutagdes nos pares AT e proporciona resisténcia
ao antibiotico tetraciclina, e a mutacdo rfa que causa uma modificacdo na composicdo da
camada de polissacarideos da superficie celular bacteriana, permitindo assim um aumento na
permeabilidade a grandes moléculas (MORTELMANS; ZEIGER, 2000) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Gendtipo das linhagens de teste de Salmonella Typhimurium usadas no Teste de

Ames.
. Mutagdo | Mutagéo
Linhagem | i Especifica PAQL PKMIO01 | AuvrB | rfa
TA97a hisD6610 | CCCCCC - + + +
TA98 hisD3052 | CGCGCGCG | - + + +
TA100 hisG46 GGG - + + +
TA102 hisAG46 | TAA + + - +
TA1535 hisG46 GGG - - + +

Fonte: A autora (2024). Adaptado de MARON E AMES (1983); MORTELMANS E ZEIGER (2000).
pKM101 (plasmideo, aumento de mutagénese espontanea); His™ (produgdo de histidina nula); pAQ1
(plasmideo, resisténcia a tetraciclina); AuvrB (reparo a luz UV); rfa (gene que induz aumento de

permeabilidade de membrana).

2.2 Modelo Eucarioto

Os testes de citotoxicidade e crescimento celular séo empregados na triagem de drogas
para identificar se as substancias testadas impactam na multiplicacdo celular ou possuem
efeitos citotoxicos diretos (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016). As células de hepatoma sao
amplamente empregadas como substitutos aos hepatdcitos humanos primarios para estudos in
vitro (Choi et al., 2015).

Elas se destacam por terem uma vida longa, apresentarem um perfil constante, serem
de facil manipulagcdo e amplamente disponiveis. Dentre os hepatomas humanos, a linhagem
HepG2 é a mais utilizada em pesquisas sobre metabolismo de drogas e hepatotoxicidade, por
este motivo, foram utilizadas para o teste de viabilidade celular. Essas células se reproduzem
rapidamente e possuem uma morfologia similar a células epiteliais, desempenhando vaérias
funcdes especificas do figado (Donato et al., 2015). O ensaio WST-1 € 0 método mais comum
para a avaliacdo de citotoxicidade in vitro de produtos quimicos.

No teste, os sais de tetrazolio sdo clivados em formazan por enzimas celulares. Uma
expansdo no numero de células vidveis resulta em um aumento na atividade global das
desidrogenases mitocondriais na amostra, 0 que por sua vez aumenta a quantidade de
formazan formado mudando a coloracdo do meio e, apds, é realizada a quantificacdo do

corante produzido por células metabolicamente viaveis.



24

A quantidade de células vivas em uma amostra, conhecida como viabilidade celular, e
a multiplicagdo das células sdo essenciais para compreender como certos genes, proteinas e
vias afetam a sobrevivéncia ou morte celular diante de substancias téxicas (Peskin &
Winterbourn, 2017). O reagente WST-1 apresenta variadas vantagens em comparagao com oS
outros reagentes a base de sal de tetrazélio como a melhor solubilidade em agua, rapidez,

maior sensibilidade e estabilidade (Scarcello et al., 2020).

2.3 Zebrafish (Danio rerio)

Ha trés décadas, o cientista George Streisinger fez a escolha do peixe-zebra (Danio
rerio), um teledsteo pertencente a familia Cyprinidae, como modelo para suas pesquisas
genéticas em seu laboratério. Atualmente, essa espécie - conhecida como paulistinha no
Brasil (Streisinger et al., 1981). O D. rerio ja tinha sido descrito em 1882 por Francis
Hamilton em seu livro chamado “An account of the fishes found in the river Ganges and its
branches” (Hamilton, 1882). Originalmente, a espécie é mais comumente encontrada no sul
da Asia e distribuida nas regides da india, Bangladesh e Nepal (Lawrence, 2007).

Com a quantidade significativa de dados provenientes de pesquisas genéticas e de
desenvolvimento, aliada a iminente finalizacdo do projeto do genoma do peixe-zebra (Hill
et al., 2005), tornou-se cada vez mais interessante utilizar esse peixe como modelo para
estudos toxicoldgicos (MacRae & Peterson, 2023).

Embora normalmente os dados confiaveis para prever efeitos toxicos em humanos
sejam obtidos por meio de estudos laboratoriais com roedores, esses sdo mais dispendiosos
e demorados. Uma vez que o genoma do peixe-zebra apresenta alto grau de similaridade
com os genomas de humanos e de camundongos (Howe et al., 2014), suas caracteristicas o
tornam um modelo seguro na pesquisa em nossos tempos (MacRae & Peterson, 2023).

Os beneficios de utilizar o peixe-zebra como modelo para estudos toxicoldgicos em
comparagdo com outras espécies de vertebrados estéo relacionados ao seu tamanho pequeno,
facil manejo e morfologia inicial. Medindo aproximadamente entre 3 e 4 centimetros, este
teledsteo pode ser facilmente mantido e distribuido nos aquarios, necessitando de pouco

espaco (Howe et al., 2014).



25

Ao contrario de espécies maiores, 0 tamanho reduzido do peixe-zebra em sua fase
larval e adulta resulta em custos menores devido a necessidade de quantidades menores de
substancias - tais como produtos quimicos experimentais, medicamentos e poluentes - e,
consequentemente, gera menos residuos a serem eliminados (Bambino & Chu, 2017). Além
disso, ha uma reducdo na quantidade de materiais de laboratério e produtos quimicos
necessarios tanto para tratar e manter os peixes vivos quanto para conduzir diversos testes
toxicologicos (Rubinstein, 2006).

O modelo possui baixo custo de manutencao e apresenta alta taxa de fecundidade. A
cada acasalamento, a fémea pode colocar em média de 200 a 300 ovos em uma manha, e se
mantidos em estado favoravel, repetir este ciclo a cada 5 a 7 dias (Choi et al., 2021). A
rapidez, a quantidade da desova e a facilidade de acesso aos ovos reflete na facilidade de
manejo e de tempo na utilizacdo do modelo.

Uma caracteristica benéfica e atrativa no peixe-zebra sdo 0s seus embrides
transparentes e isso auxilia na observagdo do embrido para que sejam analisadas qualquer
disfungdo morfologica fora da normalidade no processo do seu desenvolvimento e possuem
uma rapida maturacdo sexual, entre trés e seis meses (Figura 1) (D’Costa & Shepherd, 2009).

O peixe possui alta sensibilidade ao entrar em contato com produtos quimicos, pois
consegue absorver rapidamente os compostos acrescentados diretamente a 4gua e armazena-
los em vérios tecidos, principalmente no sistema nervoso central (Lieschke & Currie, 2007).

O modelo é utilizado para diferentes analises afim de detectarem resultados
comportamentais e de toxicicidade aguda. Os testes comportamentais sdo feitos na maioria
das vezes no estagio de vida larvar e adulto. Embrides de peixes-zebra 6timas opcdes para
avaliar os riscos ambientais de produtos quimicos, pois permitem analises em pequena
escala e com alta eficiéncia. Além de serem usados na deteccdo da toxicidade aguda, esses
embribes sdo excelentes para estudos dos mecanismos toxicos e possiveis efeitos adversos
a longo prazo (Scholz et al., 2008).

Os testes de toxicicidade aguda sdo comumente realizados no estagio embrionario.
A literatura ja descreve alguns produtos quimicos da classe de metais avaliados quanto a
toxicicidade em peixes-zebra como o cadmo, cobre e o ferro (Rougier et al., 1996). Os
resultados de exposi¢do aguda, em sua maioria, demonstram toxicicidade de dose-resposta,
efeitos deletérios induzindo problemas na taxa de eclosdo embrionaria e sobrevivéncia das

larvas, anormalidades morfoldgicas.
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O embrido de peixe-zebra tem uma variedade impressionante de aplicacbes nas
ciéncias ambientais, e a incorporagdo de métodos moleculares e sistémicos da pesquisa
biomédica provavelmente ampliara sua utilizacdo na ecotoxicologia (Hill et al., 2005).

Comumente, o teste de toxicidade aguda realizado com o modelo Danio rerio é 0
FET. O ensaio baseia-se no seguimento da diretriz 236 da OECD, que orienta 0 ensaio no
que tange a determinacdo de toxicidade a exposicdo aguda de produtos quimicos em
embrides de peixes. O teste é indicado a diversas amostras que exibem variadas
solubilidades, volatilidades, hidrofobicidades e modos de a¢do (OECD, 2013).

Figura 1 — Esquema representativo do ciclo de vida do Danio rerio (Zebrafish).
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Legenda: Esquema demonstrativo do ciclo de vida do Zebrafish horas e dias ap6s a sua fertilizagdo. O
desenvolvimento embrionario acontece ex vivo sendo possivel expor o ovo com facilidade a xenobidticos de
interesse a fim da visualizagao do impacto no desenvolvimento do animal. As fémeas adultas diferem do macho
por exibirem uma pretuberancia abdominal. Fonte: A autora. (2024). Adaptado de Ribeiro, O. et al. 2022.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicogenéticos da nanoparticula do 6xido de zinco e sua forma massiva
em modelos in vitro com células procarioticas e eucarioticas e em modelo in vivo em embrides
de Zebrafish.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar o potencial mutagénico in vitro da nanoparticula de Oxido de Zinco e sua forma
massiva;

b) investigar a acio da nanoparticula de Oxido de Zinco e sua forma massiva in vitro sobre
a viabilidade celular;

c) avaliar o efeito de toxicidade in vivo da exposi¢do de ZnO NPs considerando end points

desenvolvimento corporal, ocular e cardiovascular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

A Nanoparticula de Oxido de Zinco (ZnO) e a forma massiva (ZnB) foram obtidas
comercialmente das empresas Sigma-Aldrich® (Brasil, 677450 — 5G) e Dinamica Quimica
Contemporanea® (Brasil, Lote: 111138), respectivamente. Ambas as amostras foram
gentilmente cedidas pelo pesquisador da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Prof. Dr. Otniel
Freitas Silva.

Para os ensaios in vitro, ambas as amostras foram preparadas em solu¢des de estoque.
A forma nanoparticulada (ZnN) a 10 mg/ml e a forma massiva (ZnB) a 20 mg/ml em
dimetilsulféxido (DMSQO) como veiculo de diluicdo. Foram mantidas sob congelamento em
tubos identificados e protegidos da luz. As dilui¢des seriadas foram para obter as concentragdes
de 0,005; 0,05, 0,5; 5 e 50 pug/ml para o ensaio de mutagenicidade e as mesmas concentragdes
para o ensaio de viabilidade celular.

Para o0s ensaios in vivo, a nanoparticula de éxido de zinco foi preparada em solucéao
estoque de 58,9 pl/ml. A amostra foi diluida em agua Milli-Q® e, posteriormente, foram
realizadas diluicdes seriadas no meio embriénico especifico para o FET nas concentracdes de
1,875; 3,75; 7,5 e 15,0 pg/ml.

4.2 Aspectos Eticos e Colaboracio

Os testes contemplaram a avaliacdo da seguranca, eficacia e tolerabilidade em modelo
animal Zebrafish (Danio rerio). Essa etapa foi desenvolvida em colabora¢do com a prof. Dra.
Renata Jurema Medeiros, no Laboratério de Fisiologia — Departamento de Farmacologia e
Toxicologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ),
estando aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob niimero de parecer:
LW-38/19 e LW-39/19. O laboratorio parceiro também realizou a caracterizacdo das

nanoparticulas anteriormente aos testes realizados.
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4.3 Teste de Ames — Método de Reversao Bacteriana

As linhagens utilizadas foram cultivadas a partir de estoques pertencentes ao
Laboratorio de Mutagénese Ambiental localizado na Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
no Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. Antes de todos os ensaios, foram realizados
protocolos de checagem de gendtipo para todas as linhagens utilizadas tanto para controle
laboratorial quanto para confirmacdo de autenticidade para a relizacdo dos ensaios
(ROUBICEK et al., 2021).

Posteriormente as cepas na solucdo criopreservadora foram descongeladas em
proporcao de 1:1. Uma aliquota 10 ml de meio de cultivo bacteriano Lysogenic Broth (ou Meio
LB) foram adicionados em um erlenmeyer, em seguida foi adicionado 200 pl da solucdo
bacteriana. De acordo com a necessidade, foi adicionado aos 200 pl de LB 2,5 pL/mL de
tetraciclina, 32 pl/ml de ampicilina ou ambos juntos.

A incubacdo ocorreu por 12 a 16 horas a 37° C, sob agitacdo de 150 a 170 rpm. Apoés
esse periodo, repetiu-se o processo com 100 pl da suspensdo bacteriana anterior. Apos as
culturas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium serem retiradas da incubacdo, foram
posteriormente acondicionadas em baixa temperatura para garantir a fase estacionaria de
crescimento até serem manuseadas na cabine de seguranca bioldgica. Obrigatoriamente, no dia
anterior aos ensaios, foram preparadas novas culturas bacterianas contendo aproximadamente
1-2 x 10° células/ml.

Aos tubos de ensaio, em triplicata para cada concentracdo, sem metabolizacdo exdgena,
foi adicionado 500 pl de tampéo fosfato de sodio 0,2 M com pH 7,4. Posteriormente, foram
adicionados 100 ul da cultura bacteriana e 100 pl de cada concentracdo da nanoparticula de
Oxido de Zinco e da sua forma massiva separadamente. As concentraces utilizadas foram
0,005; 0,05, 0,5; 5 e 50 pg/ml. No controle negativo, foi utilizado o volume de 100 pl de DMSO
e. para o positivo, 100 pl referente a cada cepa. Os controles positivos utilizados nos ensaios
sem metabolizacdo exoOgena, -S9, foram: para TA97a e TA98, respectivamente, 9-
aminoacridina (9-AA, 50 ug/placa) e 4-nitroquinolina 1-0xido (4NQO, 0,5 ug/placa); para
TA100 e TA1535 azida sodica (AS, 5 ug/placa); TA102 mitomicina-C (MMC, 0,5 pg/placa) e
TA104 metassulfonato de metila (MMS, 250 ng/placa). Para os ensaios com ativacdo

metabdlica, +S9 foi usado 2-aminoantraceno (2-AA, 5 pg/placa).
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De acordo com as recomendacGes de Maron e Ames (1983), o metabolizador exdgeno
- descrito como S9 mix - foi reconstituido em agua estéril ultrapura e foi adquirido da empresa
Moltox TM (Boone, Carolina do Norte, Estados Unidos). Para os testes com metabolizacéo
exogena, foram adicionados aos tubos 500 ul de S9 mix 4% que foi preparado no mesmo dia
do experimento e mantido em refrigeracédo até a hora da sua utilizacao.

Para preparar 50 ml da mistura S9 mix 4% foi adicionado 2,0 ml do liofilizado da fracdo
microssomal de figado de rato a 1,0 ml de solucdo de MgCl.-KCI 0,15M; 250pl de solugdo de
glicose-6-fosfato 1M; 2,0 ml de solucdo de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADP)
1M; 25 ml de solucdo tampéo fosfato de sodio 0,2M e 19,75 ml de agua ultrapura estéril.

Seguido 0 modelo de pré-incubacéo todo o contetdo foi pré incubado e mantido sob
agitacdo a 37°C e 150 a 170 rpm durante 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 ml de
solucdo liquida recentemente preparada de agar de superficie a 45°C (0,6% agar, 0,6% NaCl),
suplementada com 10% de solucdo histidina e biotina 0,05 mM. Apos a homogeneizacdo do
contetdo dos tubos, esse foi adicionado a placas de Petri que continham meio Vogel-Bonner.
Apos a estabilizacdo de toda solucdo dentro das placas, foi realizada a incubagéo por 60 a 72
horas (Ref). O ensaio descrito foi repetido em trés vezes para as duas amostras.

Apbs o periodo de incubacao, as placas foram examinadas visualmente e foram contados
0s numeros de coldnias bacterianas presentes na superficie do agar com a finalidade de
determinar o indice de mutagenicidade (IM). Esse indice é calculado pela razdo entre 0 nimero
médio de revertentes His+, resultantes tanto de mutacGes espontaneas quanto induzidas, em
cada concentracdo teste e 0 nUmero médio de revertentes espontaneas (controle negativo).

Foi considerado resultado positivo quando se encontrava maior e/ou igual a 2 (IM >
2,0). A resposta citotoxica também foi analisada haja vista a resposta a exposicao as amostras
levando em consideracdo uma porcentagem de menor e/ou igual a 50% (< 50%) de
sobrevivéncia celular (Ref). Foi utilizada a analise de variancia one-way ANOVA (p <0,05)
para determinagdes de diferencas estatisticas entre 0s grupos e executadas pelo software Graph
Pad Prism (versdo 8). Por fim, os resultados foram agrupados e tabulados utilizando o Microsoft
Excel (verséo 2020).
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4.4 Cultura Celular

A linhagem utilizada para os ensaios de viabilidade celular foi a HepG2. As células
foram adquiridas conforme suas necessidades de cultivo no Laboratorio de Mutagénese
Ambiental na Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os criotubos contendo a solucéo de
criopreservacao - que consiste em 95% de meio proprio e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) —

foram mantidos em nitrogénio liquido.

Ap0s o descongelamento da linhagem, toda a manipulagdo com a solucéo foi realizada
dentro da cabine de seguranca biolégica. Com o auxilio de uma micropipeta, todo o conteido
foi adicionado a um tubo cdnico de centrifugacdo a 10.000 x g por 5 minutos. A centrifugacao
ocorreu apds o tubo ser completado com 9 ml do meio de cultivo celular especifico para
HepG2 - Dulbecco’s modified Eagle Medium - DMEM (Cultilab®, Campinas, Brasil) com
pH 7,4, suplementado com 1% de solucdo 10 mg/ml penicilina e estreptomicina (Sigma-
Aldrich®, Brasil) e 10% de soro fetal bovino - SFB (Cultilab®, Brasil).

Apbs a centrifugacdo e a observacdo do sedimento ao fundo do tubo cénico, o
sobrenadante foi descartado e todo o contetdo restante da centrifugacdo foi misturado com 2
mL do meio de cultivo celular. Ap6s o conteldo do tubo contendo as células ser bem
homogeneizado, foi passado 1 ml do conteudo para uma garrafa de cultivo celular aderente
média com 75 cm? e preenchida com o meio de cultivo celular especifico da linhagem HepG2.
As garrafas foram mantidas sob incubacdo em estufa de CO. a 5% e 37°C. Apos 48 h, as
células proliferaram e alcancaram a densidade celular, de 85 a 95% de confluéncia na

superficie da garrafa de cultivo.

Ap0s a checagem das células vidveis, as mesmas foram passadas para uma nova garrafa
da mesma proporgdo com o descarte do meio por inverséo. Antes do descarte, a mudancga de
coloracdo do meio foi levada em consideracdo devido ao consumo dos nutrientes
propriamente dito indicando mudanca de pH de 7,4 para 6 e cor alterada de vermelho para
amarelada. Apos o processo, para lavagem, foi adicionado 10 ml de salina tamponada com
fosfato PBS (2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 8 mM Na;HPOs, 2 mM KH2PO4), descartado, e
em seguida comecou o0 processo de remocdo das células aderidas ao fundo da garrafa de
cultivo com a adigéo de 5 ml de tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich®, Brasil).

A tripsina/EDTA foi mantida dentro da garrafa sob incubagdo durante 5 minutos para

0 éxito do seu efeito. Apds, foi adicionado 10 ml de meio préprio do cultivo celular de HepG2
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e retirado o volume final de 10 ml para a centrifugacéo do conteddo em tubo conico.

Apobs, foi adicionado meio proprio do cultivo celular e levadas para a contagem das
células viaveis por meio do método de exclusédo por azul de tripano 0,4% (Thermo Fischer®,
EUA). Apds a homogeneizacgdo da suspenséo celular, para a contagem, foi adicionado 20 pl
de suspenséo, 30 pl de PBS, 30 ul de azul de tripano em um microtubo de 1,5 ml. Logo depois,
retirou-se 10 pl da suspensdo para adiciona-la a camara de Neubauer para a realizacdo da

visualizacdo e contagem das células.

A contagem foi feita tendo em vista as células viaveis e ndo viaveis, sendo as viaveis
de coloracdo transparentes e a nao viaveis de coloracdo azul em cada quadrante da camara.
As células viaveis foram levadas em consideracdo na contagem da densidade multiplicando-
as pela capacidade maxima da camara 10* mais o fator de diluicdo da solucdo (meio de cultivo
celular) utilizado nas células. Seguidamente, para a semeadura das células em placas de 96

pocos, foi necessaria a densidade celular de 1,0-2,0x10° células/ml.

Para tal, as células foram cultivadas em garrafas de cultivo até obterem a densidade dita
anteriormente. Para isto, foi adicionado 1,0 ml da suspensédo para uma nova garrava de cultivo
grande com 150 cm? O procedimento foi repetido ao minimo trés vezes para o ocorrer a

semeadura das células com éxito.

4.4.1 Ensaio de Viabilidade Celular — Teste de WST-1

Para dar continuidade ao teste usando as células HepG2 cultivadas, iniciou-se o
processo com o plaqueamento das células em microplacas de 96 pocos sob a densidade de
2,0x10* células/pogo. Cada pogo obteve um volume final de 100 pl/poco e mantidas 24 h em
incubacéo de estufa de CO.a 5% e 37°C. Por conseguinte, prosseguiu-se a etapa de tratamento.
Para o tratamento, foram adicionadas as amostras ZnN e ZnB, a 0,005; 0,05, 0,5; 5 e 50 pg/ml
como volume final cada uma. A fim de avaliar a viabiliadade de 100% e 0% das células para
os controles, foi utilizado DMSO como controle negativo, e como controle positivo, o Triton
X-100 (Thermo Fischer, ref. #HFH10). O processo de exposicao das substancias testadas nas
células ocorreu durante 24, 48 e 72 horas. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. Apds o
fim de cada tempo mencionado anteriormente, seguindo a ordem dos dias e as observagdes do
fabricante, as células foram submetidas a reagdo com o Cell Proliferation Reagent Kit WST-1
(Roche®, Brasil).
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Em cada poco, o contetdo contendo as amostras de ZnB, ZnN e os controles negativo
e positivo foram removidos. Os pocos foram lavados com cuidado com 50 ul de PBS. Apoés a
remocgdo do PBS, a solucdo de WST-1 foi preparada no meio de cultivo celular proprio da
HepG2. O preparo continha 10 pl de WST-1 + 90 pl de meio de cultivo celular. Foi adicionado
a cada poco 100 ul da solucédo. Por conseguinte, a placa foi levada a incubacgéo durante 3 horas
para a reacdo com o reagente. Chegado o fim do periodo de incubacdo, o meio ficou de cor
amarelada — desfecho da transformacéo de WST-1 em sal de formazan solvel —e, em seguida,
foi realizada a leitura da absorbancia.

A leitura foi executada em um leitor de microplacas (Celer, MG/BR) com a
configuracdo para espectros de 440nm de comprimento. Nas analises estatisticas do ensaio de
Viabilidade Celular foram levados em consideracdo os resultados da leitura de absorbancia
dos controles negativos (100% de sobrevivéncia) e controle positivos (0% de sobrevivéncia).
Os ensaios foram realizados ao menos 3 vezes (n=3) para as analises com a linhagem celular

HepG2 e cada concentracdo em triplicata em ambas as amostras além dos controles.

Os resultados foram usados para o célculo de regressdo ndo-linear da resposta dose-
dependente (agonista). Ademais, foram feitas as leituras de trés pocos, sem células
plaqueadas, que continham apenas a solugdo de WST-1 preparado em meio prdprio. Os pogos
foram considerados como leitura de fundo “branco background reading”. Uma vez mais, as
discrepancias estatisticas entre os grupos foram determinadas por analise de variancia one-

way ANOVA (p.<0,05) posteriormente a de Tukey, realizada pelo software Graph Pad Prism.

45FET

Os ovos recem fertilizados foram expostos as quatro concentracfes de nanoparticulas
de 6xido de zinco 1,875; 3,75; 7,5 e 15,0 pg/ml que foram calculadas a partir da menor
letalidade média observada no teste de viabilidade celular (24h: 15,03). Durante o periodo de
96 horas, em uma placa de 24 pogos, sendo 1 placa por tratamento (20 embrides expostos as
NPs e 4 em meio embridnico para controle interno de placa) e mais 1 placa inteira de controle
negativo. Portanto, para o ensaio, foram utilizadas 5 placas e 120 ovos, a cada rodada, sendo
0 ensaio realizado em triplicata. Com as dilui¢des ja realizadas em meio embriénico E3 (750
mM KH2PO4; 250 mM NaxHPOs; 1,5 mM NaCl; 50 mM KCI; 500 mM CaCl2+2H20; 350
mM NaHCO3), em cada pogo foi inserido um ovo fertilizado em 2 ml de meio com a amostra

ou meio embribnico puro.
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A cada 24 horas, as condi¢6es dos embrides eram verificadas e classificadas de acordo
com os parametros esperados de morfologia (Menke et al., 2011), além de serem avaliadas 0s
quatro parametros de letalidade citados na diretriz da OCED, que sdo: coagulacdo de ovos
fertilizados, falta ou malformacdo de somito, auséncia de deslocamento da cauda do saco
vitelinico e auséncia de batimento cardiaco. Esses parametros de méa-formacdo seguem uma

ordem de classificacdo segundo a OECD e sdo avaliados no ultimo dia do teste. (Ref)

Durante o periodo de exposicéo, 0 meio ndo foi trocado e os resultados de tempo foram
levados em consideracdo considerando as horas pds-fecundacdo dos embrides (hpf). Apds o
preenchimento das placas, as mesmas foram levadas a estufa incubadora com o fotoperiodo e

a climatizacdo controlados (26°C+1; 14 h com luminosidade).

Foram mantidas dentro da estufa até o final dos 4 dias, tirando somente a cada 24 horas
para as analises necessarias no estereomicroscépio. As andlises feitas foram a cada poco
individualmente e anotadas. No ultimo dia, em 96 hpf, cada embrido foi colocado sob laminas
para microscopia de vidro, medindo 26x76mm com espessao de 1,0-1,2 mm.

Para a estabilizacdo do animal na lamina, foi colocada uma gota de
carboximetilcelulose (CMC) de baixa viscosidade a 15%m/m\v e, com o auxilio de uma
agulha, foram ajustados para o corpo ficar o mais reto e com a melhor posicdo anatdmica
possivel. Por fim, cada larva foi fotografada e filmada no estereomicroscopio para as analises
futuras de didametro dos olhos, medidas do tamanho corporal e batimentos cardiacos por

minuto (bpm).

Nas analises estatisticas do FET, foram levadas em consideracdo as analises
observadas de cada embrido até o estado larval, individualmente, durante o passar dos cinco
dias de teste, diferindo-os com o controle negativo. Cada teste foi realizado ao menos 3 vezes
(n=3) com 10 larvas por grupo além dos controles. As analises foram para o desenvolvimento
do tamanho corporal, comprimento corporal, dos olhos, batimentos cardiacos por minuto e a
média das pontuagOes relativas de sobrevivéncia de cada grupo para as 4 concentragdes

testadas.

Foi utilizada a andlise de normalidade D’Agostino & Pearson ¢ analise de two-way
ANOVA com teste de multiplas comparacdes de Dunnet (p = 0,05) para as estatisticas de
didmetro de corporal, ocular, cardiaco e variancia da média das pontuacGes. Posteriormente,

os dados foram executados pelo software Graph Pad Prism (versao 8).
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5 RESULTADOS

5.1 Mutagenicidade

No Teste de Ames, ambas as amostras testadas induziram mutagenicidade na linhagem
de Salmonella enterica sorovar Typhimurium tanto na presenca quanto na auséncia de

metabolizacdo exdgena (-S9/+S9). (Quadro 2)

Na auséncia de metabolizacdo exogena (-S9), foi observada a inducdo de
mutagenicidade pela nanoparticula na cepa TA98, na concentracdo de 50 pg/placa, e na
TA102 com 5 pg/placa e também 50 pg/placa. Ja na presenca de metabolizacdo exdgena
(+S9), ap6s ser metabolizada, também houve inducdo de mutagenicidade nas linhagens TA98,
nas concentracgdes de 0,005; 0,05 e 0,5 pg/placa e TA102 em todas as concentragOes testadas.

A forma massiva (bulk) apresentou inducdo de mutagenicidade sem metaboliza¢do
exogena (-S9) na cepa TA98 na concentracao de 50ug/placa e na TA102 com 5 e 50ug/placa.
Na presenca de metabolizacdo exogena (+S9), induziu mutacdo nas cepas TA98, nas
concentracdes de 0,005; 0,05 e 0,5ug/placa e TA102 que, como a nhanoparticula, também

induziu mutagdo com todas as concentragdes testadas.
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Quadro 2 — Resultado do Teste de Ames com os valores de coldnias revertentes de histidina

com valores médios e desvio padrdo da linhagem Salmonella enterica sorovar Typhimurium

TA97a, TA98 e TA100.

Nanoparticula de Oxido de Zinco Oxido de Zinco (Bulk)
ZNN ZNB
-591 +592 -S9 +S9
Cepa glplaca I.M3  His*+ DP* M. His*+DP  LM. His*tDP  LM. His*+DP
TA97a 0 1,0 1655 10 168 + 4 1,0 165+5 1,0 168+ 4
0,005 0,5 47+3 0,3 52+4 0,2 37+4 0,3 46+4
0,05 0,4 58 +3 0,4 60 £ 6 0,4 60 +8 0,4 58 +5
0,5 0,4 68+1 0,4 68+2 0,4 67 +3 0,4 672
5 0,5 71+4 0,5 7212 0,5 78 £10 0,4 71+£3
50 0,5 839 0,6 91+2 0,5 87 18 0,5 804
TA98 0 1,0 30+2 1,0 3B+4 1,0 30z 1,0 3B+4
0,005 1,9 55+ 6 2,5 54 1,2 36+6 2,5 75+3
0,05 19 56 £+ 4 2,3 671 14 439 2,2 69x1
0,5 1,8 525 2,0 59+2 2,5 75+9 2,2 67 2
5 1,8 54+ 6 1,8 55+5 3,0 908 1,6 465
50 2,4 72+9 1,8 54 +4 2,0 50+8 1,2 361
TA100 0 1,0 144 + 8 1,0 146 + 11 10 14475 1,0 146 £ 11
0,005 0,2 31+4 0,1 205 0,7 26+3,6 0,2 22+4
0,05 0,3 39+8 0,2 267 0,9 30+6,1 0,2 274
0,5 0,2 32+4 0,2 254 1,7 35+59 0,2 27%2
5 0,2 303 0,3 373 1,7 38+6,1 0,3 39+2
50 0,2 305 0,3 373 2,0 3358 0,3 41+2

Legenda: 1 —S9, auséncia de metabolizagdo exdgena ; 2@ +S9, presenca de metabolizagdo exdgena; 3¢
indice de mutagenicidade; 4 DP - Desvio padrdo. Em negrito, os resultados positivos para mutagenicidade.
Controles positivos sem S9: 4NQO (0,5 pg/placa) para TA98 600 * 80 revertentes; AS (5 pg/placa) para
TA1535 975 + 48 revertentes e TA100 1.200 + 50 revertentes; MMC (0,5 pg/placa) para TA102 2.130 + 8
revertentes; MMS (250 pg/placa) para TA104 1.120 + 74 revertentes; 9AA (50 pg/placa) para TA97 a 585 +
13 revertentes. Com S9:2AA (5 pg/placa) para TA98 1.137 + 9 revertentes; para TA102 1.618 + 15 revertentes;
para TA100 1.400 + 27 revertentes; para TA104 1.486 + 18 revertentes; para TA1535 560 + 23 revertentes;

para TA97a 1.000 + 58 revertentes.
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Quadro 3 — Resultado do Teste de Ames com os valores de coldnias revertentes de histidina
com valores médios e desvio padrdo da linhagem Salmonella enterica sorovar Typhimurium
TA102, TA104 e TA1535.

Nanoparticula de Oxido de Zinco Oxido de Zinco (Bulk)
ZNN ZNB
-S91 +592 -S9 +S9
Cepa  pglplaca I.M3  His*+ DP* M. His*+DP  IM. His'tDP  IM. His*+DP
TA102 0 1,0 324 +13 1,0 4617 1,0 324+13 1,0 4617
0,005 1,0 321+4 2,2 1033 £ 6 0,7 222 +3 2,2 1028 £ 6
0,05 1,0 323+10 2,4 1127 +8 0,9 2879 2,3 1078 £3
0,5 1,0 318+ 10 2,4 11197 1,7 554 + 23 2,4 1120+ 7
5 2,2 708 + 38 2,4 1122 + 6 1,7 549 + 45 2,5 11694
50 2,7 8793 2,7 1123 +4 2,0 636 + 14 24 1119+13
TAL104 0 1,0 392+10 1,0 3965 1,0 392+10 1,0 3965
0,005 0,4 155+ 12 04 166 +5 0,6 224 +8 0,4 157+3
0,05 0,5 1797 0,5 188+ 2 06 232+20 0,5 186+ 3
0,5 0,5 318+8 0,5 193 6 0,5 213+11 0,5 194+6
5 0,6 708 +5 0,6 2205 0,6 248+19 0,6 2255
50 0,5 8794 0,6 225+5 06 236zx11 0,6 222+8
TA1535 0 1,0 26+4 1,0 27 %2 1,0 26+4 1,0 272
0,005 0,3 8+1 0,5 13+5 0,5 12+2 0,4 11+2
0,05 0,3 8+2 0,7 18+2 0,6 163 0,6 15+3
0,5 0,5 12+2 0,7 18+3 0,6 162 0,6 17+£3
5 06  15%2 08  22+3 07 17%2 08 21%2
50 0,6 15+ 3 1,1 292 0,8 20+2 0,9 255

Legenda: 1® —S9, auséncia de metabolizagdo exdgena ; 2 +S9, presenca de metabolizagio exdgena; 3¢
indice de mutagenicidade; 4“ DP - Desvio padrdo. Em negrito, os resultados positivos para mutagenicidade.
Controles positivos sem S9: 4NQO (0,5 pg/placa) para TA98 600 + 80 revertentes; AS (5 pg/placa) para
TA1535 975 + 48 revertentes e TA100 1.200 £ 50 revertentes; MMC (0,5 pg/placa) para TA102 2.130 + 8
revertentes; MMS (250 pg/placa) para TA104 1.120 + 74 revertentes; 9AA (50 pg/placa) para TA97 a 585 +
13 revertentes. Com S9:2AA (5 pg/placa) para TA98 1.137 + 9 revertentes; para TA102 1.618 + 15 revertentes;
para TA100 1.400 + 27 revertentes; para TA104 1.486 + 18 revertentes; para TA1535 560 + 23 revertentes;
para TA97a 1.000 + 58 revertentes.
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5.2 Viabilidade Celular

Ap0s a exposicdo das células da linhagem HepG2 as amostras testadas no ensaio de
WST-1, foram observados aumento da inducdo a citotoxicidade (Figura 2). Para a forma

massiva, observou-se aumento da citotoxicidade na maior concentracao testada nos trés tempos

de tratamentos.
As células expostas & forma nanoestruturada do Oxido de Zinco apresentaram efeito

citotoxico de forma dose-dependente em 24, 48 e 72 h de exposicdo e partir das menores

concentragdes (0,005; 0,05, 0,5 pg/ml).

Gréafico 1 — Desfecho sobre a viabilidade de células HepG2 frente ao contato agudo (24 h, 48 h

e 72 h) com nanoparticulas de Oxido de Zinco e a forma massiva (bulk).
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Legenda: Representagdo gréafica da citotoxicidade (%) induzida pelo Oxido de Zinco (A) e sua forma
nanoparticulada (B) em células da linhagem de Hepatocarcinoma Humano (HepG2) por anélise de regressdo nao
linear (Log do efeito agonista vs. resposta).
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Apos a exposicao aguda dos embrides as nanoparticulas de 6xido de zinco as respostas
obtidas foram levadas em consideracdo seguindo a analise de desenvolvimento corporal, dos
olhos, e afericdo dos batimentos cardiacos das larvas a fim de detectar a intervencdo da
toxicicidade no crescimento em comparagcdo com o controle negativo e analisar o crescimento
do embri&o.

Em relacdo aos olhos (Gréfico 2), as duas maiores concentragdes (7,5 e 15 pg/ml)
induziram diferenca de desenvolvimento quando comparado ao controle negativo. Para a
observacao da evolucdo do tamanho corporal, observou-se que apenas a maior concentracdo
(15pg/ml) diferiu do controle negativo (Gréfico 3) indicando uma reducdo do crescimento
significativa, ou seja, as larvas deste grupo cresceram menos e com isso, ha o indicativo de que
a velocidade de crescimento pode ter sido afetada.

Nas observacfes da frequéncias cardiacas ndo foram encontradas diferencas (Grafico
4). Ja nas ponderacOes das porcentagens (Grafico 5) das pontuagdes, duas concentracdes
diferiram do controle negativo na maior pontuacdo (4) — pontuacdo que classifica morte,
coagulagdo ou alteragcbes morfoldgicas incompativeis com a vida — a menor e a maior

concentracdo, de 1,875 e 15 pg/ml (Grafico 2 e 3).
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Visto a facilidade de solubilizacdo das nanoparticulas em meio embriénico - meio
indispensavel para a realizacdo do teste - o ensaio foi realizado. No entanto, encontrou-se
dificuldade de diluicdo com a forma massiva no meio embri6nico. A forma em pé utilizada
apresentou sedimentagdo no meio e, mesmo testando coloca-las com o embrido, observou-se a
sedimentacdo no poco da placa, invalidando assim qualquer resultado que compreendesse a
absorcéo das particulas pelo corion do embrido. Por este motivo, a realizacdo do teste com a
forma massiva foi interrompida e direcionada a analises futuras com o objetivo de serem
utilizadas dosagens coerentes para a realizacdo do método e a obtencdo de resultados

favoraveis.

Grafico 2 — Demonstracao grafica da medigdo do didmetro dos olhos das larvas de Danio rerio
ap6s a exposicio aguda as nanoparticulas de Oxido de Zinco.
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Legenda: Representacdo grafica da analise do diametro dos olhos (mm) das larvas sendo observada uma diferenca
significatica com o controle negativo nas concentacdes de 1,875; 7,5 e 15 ug/ml sugerindo intervencdo no
desenvolvimento (* significancia a diferentes niveis p: 7,5 ug/ml: 0,0223 / 15 ug/ml: 0,001).
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Gréafico 3 — Demonstracao grafica da medicdo do tamanho corporal das larvas de Danio rerio
ap6s a exposicao aguda as nanoparticulas de Oxido de Zinco.
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Legenda: Representacdo gréfica da anlise do tamanho corporal (mm) das larvas sendo observada uma diferenca
significatica com o controle negativo na concentracdo testada sugerindo intervencdo no crescimento (*
significancia a diferentes niveis p: 15 ug/ml: < 0,0001).

Gréafico 4 — Demonstracdo grafica da medicdo da frequéncia cardiaca (BPM) das larvas de

Danio rerio apds a exposicao aguda as nanoparticulas de Oxido de Zinco.
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Legenda: Representacdo grafica da analise da medicdo da frequéncia cardiaca (bpm) das larvas ndo sendo
observada alteracdo significativa.
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Gréafico 5 — Demonstracdo grafica da porcentagem das pontuac6es das larvas de Danio rerio

quanto a letalidade.
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Legenda: Representacdo gréafica da frequéncia relativa de cada pontuacéo em cada grupo testado. Na pontuagéo 4,
nas concentracdes de 1,875 e 15 ug/ml, foi demonstrada uma maior incidéncia de morte (* significancia a
diferentes niveis p: 1,875 ug/ml: 0,0397 / 15 ug/ml: 0,0299).
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Figura 2 — VariagcBes morfoldgicas e eclosdo embrionaria provocadas pela toxicidade das

nanoparticulas de oxido de zinco apds a exposicdo aguda aos embrifes de Danio rerio

(Zebrafish).

Legenda: Variagcdes anatdmicas incompativeis com a vida no periodo embrionario de Danio rerio apds a exposicao
aguda a nanoparticula de 6xido de zinco a 15 pg/ml. A) Embrido morfologicamente normal; B) Morte embrionaria,
embrido coagulado; C) Embrido desenvolvido porém sem batimento cardiaco ainda ao interior do corion
visualmente ndo funcional; D) Ma formacéo do corpo, cabeca e cauda. Fonte: A autora (2024).
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Figura 3 — VariacGes morfologicas provocadas pela toxicidade das nanoparticulas de 6xido de

zinco apods a exposicdo aguda as larvas de Danio rerio (Zebrafish).

Legenda: Variagdes anatdbmicas incompativeis com a vida no periodo larvar de Danio rerio ap6s a exposi¢ao aguda
a nanoparticula de 6xido de zinco a 15 pg/ml. A) Larva morfologicamente normal; B) Estagio larval com
pretuberancia de pericardio; C) Edema caudal sem a formacédo da por¢éo final da cauda; D) Méa formacéo ocular;
E) Curvatura da coluna vertebral danificada. Fonte: A autora (2024).
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6 DISCUSSAO

Nanoparticulas tém se tornado cada vez mais populares desde que foram identificadas
como um tipo especial de material. Esse crescimento se deve as propriedades fisico-quimicas
Unicas das particulas em escala nanométrica, o que levou a um aumento no desenvolvimento,
producdo e uso deliberado delas em diversos setores. Estao presentes em mais de 1.800 produtos
comerciais diferentes, abrangendo vaérias areas de aplicacdo (Buchman et al., 2019) e, por isto,
tem havido um esforco para compreender 0os mecanismos de toxicidade das nanoparticulas para
organismos ambientais relevantes (Buchman et al., 2019).

Através de metodologias laboratoriais in vivo e in vitro, a nanotoxicologia busca
entender os mecanismos de toxicidade das nanoparticulas e como € a interacdo das particulas
com as células (Najahi-Missaoui et al., 2020). Caracteristicas de superficie ja foram descritas e
associadas a capacidade toxica das particulas, como area superficial, forma, condicéo e tempo
de exposicao - aguda ou cronico — classe de pertencimento, capacidade de agregacéo, carga e
solubilidade (Ali, 2023).

A analise toxicoldgica é fundamental para detectar os perigos associados a exposicao a
uma substancia. Ela desempenha um papel crucial na tomada de decis@es, por exemplo, ao
estabelecer os limites mé&ximos permitidos de aditivos alimentares e ao aprovar um
medicamento, levando em consideracdo tanto a eficacia em alcancar o resultado terapéutico
desejado quanto os eventuais efeitos adversos. Um dos efeitos adversos avaliados é o potencial
de causar danos no DNA (Nicolette, 2017).

As maneiras como as particulas causam a toxicidade nas células podem ser pelos
mecanismos de ligacdo das nanoparticulas ao exterior celular. Essa interacdo pode levar a
absorcdo das nanoparticulas com base na interacdo eletrostatica (Huang et al., 2017). As
particulas entram na célula por via endocitose ou livre interagindo de modo agudo com o
microambiente celular (Ganguly et al., 2018). Quando englobadas pelo lisossomo, 0 ambiente
acido causa a rapida liberacdo dos ions que irdo interagir com as proteinas citosélicas. As
mitocondrias possuirdo o papel de producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) gerando o
estresse oxidativo, o citocromo C é liberado desencadeando uma cascata de caspases (Egbuna
et al., 2021) e resultando o0 processo em apoptose (De Matteis & Rinaldi, 2018).

A producdo de ROS e o estresse oxidativo que acompanha as nanoparticulas ja é um
mecanismo revisado pela nanotoxicidade (von Moos & Slaveykova, 2014) como induzido por

nanoparticulas de ferro (Sevct et al., 2011).
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A dissolucéo dos ions toxicos também é uma maneira das NPs induzirem dano celular.
Os fons?* podem se ligar a proteinas e enzimas comprometendo criticamente seu papel e, assim,
inibir fungdes celulares (Barras & Fontecave, 2011).

Com a metodologia in vitro a toxicidade dos compostos, o teste de ames, também
chamado de Salmonella/microssoma, foi usado como exemplo de método para avaliacdo de
mutagenicidade com S. Typhimurium (Mortelmans & Zeiger, 2000). O método de Ames &
extensamente empregado na identificacdo da toxicidade genética de diversos compostos
quimicos e tem sido cada vez mais utilizado na avaliacdo do risco de novos poluentes
ambientais, como o0s nanomateriais (Pan, 2021).

O teste, sendo a forma mais acessivel da fase pré-clinica de triagem de compostos e
produtos quimicos, € comumente uma das primeiras abordagens toxicogenéticas adotadas em
baterias de testes requeridos para o registro de candidatos a aditivos em alimentos,
medicamentos, moléculas em desenvolvimento, misturas de substancias quimicas, entre outras
coisas (ROUBICEK et al., 2021).

A relagdo entre um composto com efeito mutagénico positivo observado no teste de
Ames e sua capacidade de ser cancerigeno atinge uma taxa de 83% (Zeiger, 2019). A mistura
S9 é composta pela fracdo microssomal derivada da homogeneizacdo do figado de ratos, que
foram induzidos quimicamente para produzir enzimas citocromo (CYP), principalmente
CYP1Al e CYP1A2. Com a adicdo desse sistema externo de metabolizacdo, se torna possivel
a potencializacdo da atuacdo de agentes mutagénicos com a mimetizacdo da metabolizagéo
hepética (Zeiger, 2019).

Os resultados demonstram resposta mutagénica nas cepa TA102, TA98 e TA100 tanto
pelas nanoparticulas quanto pela forma massiva com e sem a inducdo de metabolizacdo
exogena. A cepa de Salmonella Typhimurium, TA102, refere-se a uma linhagem com maior
capacidade de detectar mutadgenos oxidantes por possuirem um par de bases A-T no sitio de
reversdo primario (OECD 471, 2009). E competente para o sistema de reparo por excisio de
nucleotideos (NER), para detec¢do de agentes indutores de cross-linking. A presenga do
plasmideo pKM101 estimula o reparo do DNA por translesdo, um sistema acionado quando ha
grave dano ao DNA (Vaisman et al., 2012). Ja a linhagem TA98 possui pares de bases G-C no
sitio primario de reversdo (Mortelmans & Zeiger, 2000). Ademais, ja sdo descritas na literatura
mutacdes em TAL100 induzidas pela nanoparticula de oxido de cobre (CuO), sugerindo

mutacgdes do tipo substituicdo de pares de bases (Pan & Zhang, 2021).
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Com a metodologia in vitro de viabilidade celular, utilizando a célula metabolicamente
competente HepG2, foram demonstrados resultados que indicaram maior citotoxicidade
induzida pelas nanoparticulas de 6xido de zinco de forma dose-dependente. O figado é um
6rgdo complexo, com uma anatomia e funcdo diversificadas. E o maior 6rgdo interno,
possuindo mecanismos de defesa variados contra substancias estranhas. As células endoteliais
apresentam poros grandes, facilitando ainda mais a entrada de nanoparticulas (Park et al., 2009).

Mesmo que os ions metélicos liberados devido a dissociacdo quando a particula é
exposta & celula sendo descrito como o principal mecanismo de toxicidade oriunda das
nanparticula de 6xidos metalicos (Li et al., 2014), é descrito na literatura que os ions Zn?*
liberados das nanoparticulas podem, sozinhos, ndo ter um efeito significativo na viabilidade
celular (Shen et al., 2013) e o contato da célula com as particulas seria um indicativo de
citotoxicidade.

As analises realizadas tanto com as nanoparticulas quanto com a forma massiva sugerem
baixa citotoxicidade do ensaio de WST induzida pela forma massiva, quando comparado com
a forma nano. Os resultados poderiam possivelmente ser explicados pelo contato das células
com a particula e ndo seu englobamento, o que resultaria em menos toxicidade.

Em qualquer fase da vida util dos produtos com material nanoparticulado na sua
composicao, as nanoparticulas que o compde podem ser libertadas no ambiente. Nas Gltimas
décadas, foram feitos progressos com estudos significativos para melhor compreensdo das
formas como as nanoparticulas podem impactar o meio ambiente (von Moos & Slaveykova,
2014). Mesmo ainda ndo sendo reguladas técnicas padrdes para avaliar a toxicicidade de
nanoparticulas no ambiente aquéatico (Rather et al., 2018), o modelo Zebrafish tem se
demonstrado um modelo promissor para o entendimento da ecotoxicologia.

O modelo é visto como um bom fator para a facil exposi¢cdo aos xenobidticos gracas a
manipulacgdo ex vivo dos ovos fecundados e a capacidade dos agentes quimicos penetrarem com
mais facilidade ao corion — que assemelha-se a zona pellcida na embriogénese -, sendo mais
facil de observar os impactos toxicoldgicos no periodo embrionario (Dumitrescu et al., 2019).

Umas das particularidades apresentadas quanto a toxicicidade parte da premissa que €
importante avaliar os niveis seguros quanto a exposic¢ao de quimicos nocivos ao microambiente
celular, levando ao dano ao DNA (Scholz et al., 2008) A falha no desenvolvimento e
crescimento dos animais corroboram com a regulagao positiva e negativa de genes na expressao

génica provocada pela substancia a que foram expostos.
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O resultado sugere impacto no genoma dos embrides causando dano no DNA e,
consequentemente, deformidade no desenvolvimento. A embriogénese do peixe-zebra é o
estagio com maior probabilidade de recapitular as interacGes e respostas biolégicas humanas, e
as respostas biologicas sdo funcionalmente conservadas entre 0 modelo e os humanos.

As ZnO NPs sdo consideradas "altamente tdxicas” no ambiente e tém o potencial de
causar sérios problemas ecologicos, sendo bioacumuladas por organismos aquaticos (Jia et al.,
2019).

No modelo in vivo testado nesse trabalho, embrides de Danio rerio foram expostos as
ZnO NPs e foi observado o aumento de mas formacdes anatdmicas e eclosdo embrionéria
guando expostos a maior concentracdo sugerindo a toxicicidade provocada pelas nanoparticulas
associada aos estégios iniciais do desenvolvimento do peixe-zebra.

A precariedade do desenvolvimento dos embrides, como o retardo da ecloséo, mostra
gue as ZnO NPs causaram um distarbio na producdo da enzima responsavel pela eclosédo que
tem sua producao realizada em uma glandula incorporada ao saco coridnico. Portanto, sugere
que as ZnO NPs ultrapassaram o0s canais dos poros do cérion ou formam agregados que
blogueiam os poros, suprimindo a passagem de O. (Xia et al., 2011). Anteriores estudos ja
demonstraram resultados analogos apds a exposicao dos embriGes de peixe-zebra quando
expostos a nanotubos de carbono (Cheng et al., 2007).Em modelo de microalgas verdes de dgua
doce Pseudokirchneriella subcapitata (P. Subicapitata), pertencente a classe Cloroficeas,
também demonstrou toxicicidade das nanoparticulas de 6xido de zinco (Franklin et al., 2007).

Estudos com nanoparticulas de prata e ouro expostas a embrides de Danio rerio ja
sugeriram que o nanomaterial induziu regulacdo negativa nos genes pro-apoptéticos,
inflamacéo, regulacdo do ciclo celular e no sistema de defesa contra espécies reativas, bem
como na expressdo dos genes relativos ao desenvolvimento (Kulasza & Skuza, 2021). O
estresse oxidativo é um fator indutivo de quebra de cadeia de DNA (Valavanidis et al., 2006).
O nanomaterial € um grande indutor de ROS no interior celular e, com isto, a regulagdo do
sistema de defesa antioxidante seria desregulada (Czyzowska & Barbasz, 2022b).

A superexpressdo de CYP1la2, correlacionada com o metabolismo de xenobioticos,
também ja foi descrita na espécie aquatica Oncorhynchus mykiss (Scown et al., 2010). A
expressdao do gene Bcl-2, desta espécie, localizado onde sdo produzidos radicais livres e
funciona como um evidente antioxidante contra o estresse oxidativo a fim de prevenir a
apoptose (Gross et al., 1999) viria a acontecer de forma significativa e, assim, ocasionando
resisténcia ao estresse oxidativo sem a ativacao satisfatoria de agentes antioxidantes, como
descrito em Y. Liu et al., 2008.
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Ademais, é descrito na literatura a toxicicidade cronica ou aguda de forma nao
intencional provocada pelo sistena fagocitico que pode ocorrer através da fagocitacdo de
nanomateriais por células mononucleares antes de chegarem ao seu alvo (Bauer et al., 2021).

Por fim, o desenvolvimento de ferramentas para o entendimento das interagOes
nanoparticula-célula ¢ vital para um futuro seguro das aplicac6es dos nanomateriais. Uma das
formas é redesenhar estratégias para mitigar os mecanismos de toxicidade das nanoparticulas
frente a organismos biolégicos. Uma das estratégias seria reduzindo a afinidade das NPs as
superficies bioldgicas para serem ecologicamente aceitas sem perderem sua eficacia e

efetividade nas aplicagdes.
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CONCLUSAO

A utilizacdo de nanoparticulas ja € uma realidade crescente a cada dia nas mais diversas
areas e tende a ser a Unica tecnologia valida na proxima era, no entanto, ainda ndo ha um
consenso sobre o impacto a curto e a longo prazo desta tecnologia na humanidade, no ambiente
e no equilibrio ecoldgico.

A toxicidade em nanoescala e os impactos negativos dos nanomateriais em individuos
expostos, profissionais da inddstria e pacientes tornam os nanomateriais uma questao delicada
para a medicina do futuro. A pesquisa sobre os efeitos adversos dos hanomateriais na satde
humana tem avancado junto com o progresso tecnoldgico. Para lidar com esses riscos, é
essencial estabelecer regulamentaces e leis que garantam a seguranca do uso desses materiais.
A nanotoxicologia é uma area de estudo que, por meio da pesquisa cientifica, com metodologias
in vivo e in vitro, ajuda a minimizar os riscos e fornece informacg6es fundamentais para apoiar
essas regulamentacoes.

No trabalho foram realizadas as duas formas de metodologias a fim de aprimorar a
eficacia dos resultados. Estas analises levaram a preocupacdes significativas quanto a seguranca
do uso do Oxido de zinco na sua forma nano e macroestrutural. In vitro, foram detectados
resultados positivos para o Teste de Ames e indica que a substancia tem o potencial de causar
mutacdes genéticas. O teste de WST-1 sugeriu citotoxicidade as células provocadas pelas
propriedades nocivas da substancia quimica, em especial da nanoparticula, o que culminou em
uma mudanga metabdlica causando morte celular. In vivo, foram detectadas alteragdes anormais
nos embrides de Zebrafish demonstrando que, as nanoparticulas exerceram efeitos deletérios
no desenvolvimento morfoldgico corporal e neuronal.

Por fim, é importante ressaltar que os testes positivos por si s6 ndo determinam se uma
substancia € carcinogénica em seres humanos, mas serve como indicadores preocupantes
quanto as suas aplicabilidades. Compreendendo melhor os mecanismos de toxicicidade das
tanto das particulas quanto das nanoparticulas e suas propriedade fisico-quimicas, é possivel
redirecionar melhores estratégias para reduzir o dano ao material genético e o impacto

ambiental.
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