Rede

En@a groNano
10 oo

IX Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

CITOTOXICIDADE CAUSADA POR NANOMATERIAIS: AVALIACAO
DO MICRONUCLEO

Anny Manrich", Silviane Zanni Hubinger®, Elaine Cristina Paris'

! Embrapa Instrumentac&o, Rua XV de Novembro 1452, 13560-970, S&o Carlos, SP
*anny.manrich@gmail.com

Classificagdo: Cenarios e avaliacdo dos riscos ambientais e sociais dos nanocompostos

Resumo

Nanomateriais vem sendo utilizados cada vez mais em diversas areas, como energia, materiais,
alimentos e medicina e despertado enorme interesse devido a enorme avangos que tém proporcionado.
Por motivos ainda ndo muito ainda conhecidos, 0os nanomateriais interagem de forma Unica e
diferenciada com o meio ambiente e com células vegetais e animais podem causar danos
toxicoldgicos, levando a alteragdes cromossémicas e ao cancer. O teste do microndcleo é bastante
utilizado para avaliar o potencial carcinogénico de materiais e foi aplicado em células de Allium cepa
(cebola) para investigar se 0s nanomateriais de uso comercial, nanoparticula e nanobastdo de prata e
silica nanoparticulada possuem efeito citotoxico. Varias alteragbes cromossémicas foram observadas
depois da interacdo destes materiais com as células, em especial no caso da silica nanométrica.
Palavras-chave: Nanomateriais, Citotoxicidade, Microndcleo, Allium cepa.

TOXICITY CAUSED BY NANOMATERIALS: THE MICRONUCLEI ASSAY

Abstract

Nanomaterials have been increasingly used in various areas such as energy, materials, food and
medicine and aroused interest due to the tremendous advances they have provided. For reasons not yet
well known, Nanomaterials interact in a unique and differentiated way with the environment and with
plant and animal cells and can cause toxicological damage, leading to chromosomal changes and
cancer. The micronucleus test is widely used to evaluate the carcinogenic potential of materials and
was used to Allium cepa (onion) cells to investigate whether nanomaterials of commercial use, silver
nanoparticles and nanorods and nanoparticulated silica have a cytotoxic effect. Several chromosomal
changes were observed after the interaction of these materials with the cells, especially in the case of
the nanosilica.
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Publicac0es relacionadas:
1 INTRODUCAO

Muitos avancos vem sendo conguistados no campo da nanotecnologia com a aplicacdo de
Nanomateriais em diversas areas, como de energia, medicina e seguranca alimentar (RAJESHWARI,
et al., 2016). Sabe-se que os materiais de dimensdo nanomeétrica interagem com o0 meio ambiente de
uma forma Unica, ainda ndo muito bem compreendida pelos cientistas (AUPLAT e SLIMANE, 2015).
Além disso, eles demonstram ser especialmente toxicos, comparados a materiais de dimensdes
micrométricas de mesma composi¢do (KUMARI, et al., 2009). Com isso, a investigacdo acerca da
toxicidade dos nanomateriais torna-se fundamental, j& que agentes fisicos e quimicos podem causar
graves alteragdes ao material genético de células eucariéticas, levando ao cancer e ao envelhecimento
precoce. O estudo de danificacdo do DNA em seu nivel cromossémico € a etapa essencial da
investigacdo sobre a toxicidade genética, ja que a mutagdo cromossdémica é um evento importante na
carcinogénese. O ensaio do micronucleo tem sido o teste de preferéncia para essa analise porque
possibilita a avaliacdo confiavel tanto da perda e da ruptura cromossémica (FENECH, 2008;
FISKESJO, 1985; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).0 microntcleo (MN) é um nicleo adicional e
separado do nucleo principal de uma célula, formado por cromossomos ou fragmento destes que ndo
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sdo incluidos no ndcleo principal durante a mitose, que surge decorrente de alteragdes estruturais
cromossdmicas (CARRARD, et al., 2007).Trazido a area da nanotecnologia, ja foi utilizado para
investigar a toxicidade de muitos materiais com nanotubos de carbono (GHOSH, et al., 2015),
nanoparticulas de ouro (RAJESHWARI, et al., 2016) e prata (CVJETKO, et al., 2017; KUMARI, et
al., 2009). Neste trabalho, nanomateriais comerciais foram investigados quanto a sua toxicidade,
utilizando-se o teste de microndcleos em células de Allium cepa (cebola) e comparados a um padréao
de efeito toxico e carcinogénico, a Trifluralina, um herbicida comumente utilizado em culturas de
grdos. Anormalidades cromossomicas como o embolhamento nuclear, a perturbacdo durante a anafase
e surgimento de micronucleos foram observadas ap06s 24 h de exposi¢do das raizes de cebola a 75 ppm
de nanoparticulas de SiO,, e nanoparticulas e nanobastbes de Ag, indicando que tais materiais
possuem efeito carcinogénico, podendo levar a danos no DNA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

As nanoparticulas estudadas foram adquiridas junto ao Projeto NANOREG (DenHaag,
Holanda): nanoparticulas e nanotubos de prata, nanoparticulas de silica. Reagentes utilizados foram:
etanol 95%, &cido acético glacial e reagente de Schiff (Hexis Cientifica, Jundiai, SP); carmim acético
(Dinamica, Diadema, SP), Trifluralina (Nortox, Rondonépolis, MT). As sementes de cebola (Allium
cepa) da variedade foram adquiridas em mercado local.

2.2. METODOS
2.2.1. Suspensdo das Nanoparticulas

Os nanomateriais foram suspensos em &gua deionizada em concentracdo de 75 ppm e
dispersos com uso de ponteira de ultrassom de Y2 polegada (Branson modelo 101-147-037), a 30% de
amplitude por 3 minutos em banho de gelo.

2.2.2. Aplicacdo do teste de micronucleos

O ensaio de toxicidade seguiu como descrito por Kumari et al., 2009, com adaptacdes.
Resumidamente, as sementes de cebola foram dispostas em placas de petri sobre papel de filtro e
regadas com 4 mL de &gua diariamente até que as raizes atingissem entre 1 e 2 cm de comprimento.
As raizes foram permaneceram em contato com suspensdes de nanoparticulas, ou em solugédo padréo
positivo (trifluralina) ou negativo (4gua) por 24 h ao abrigo de luz. Decorrido esse tempo,as raises
foram submetidas a hidrélise acidae foram coradas com reagente de Schiff ao abrigo da luz por 2 h.Em
seguida, as extremidades das raizes foram cortadas e prensadas entre ldminas de vidro com corante
carmim acético para que fossem submetidas a analise em microscopio6ptico com aumento de 1000
vezes.

2.2.3. Andlise em Microscopio

As laminas contendo as células de cebola foram analisadas em microscopio 6tico Bel modelo
Solaris T acoplado com camera USB Eurekam 5.0. Buscou-se verificar a existéncia de células em
diferentes fases de divisao celular e a formacéao de alteraces cromossémicas graves e micronucleos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior parte das células encontravam-se em intérfase e sem alteracdo para ambos 0s
nanomateriais avaliados (SiO, e Ag). Adicionalmente, foram observadas células em todas as fases de
divisdo celular, que sdo: profase, metafase, anafase e tel6fase, 0 que demonstra que as as mesmas
encontravam-se de fato em fase de divisdo e multiplicacdo celular, onde necessariamente ocorrem as
alteracfes dos cromossomos e o surgimento de micronucleos (FENECH, 2008). Foi contabilizado o
nimero de micronucleos a cada 1000 células observadas, até um total de células contabilizadas entre
7.000 e 10.000. Na Figura 1 encontram-se exemplos de anormalidades cromossdmicas observadas em
células apds 24 h de contato com os materiais, como embolhamento nuclear,perturbagdo em anéfase,
guebra cromossémica e micronulcleos; e microntcleo com fenda. O surgimento de tais anomalias ndo
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sdo ainda conhecidas, porém sdo frequentemente utilizadas como indicativos de danos ao DNA
derivados de alteracGes apds exposi¢do a radiacdo, diferentes estagios de necrose, morte celular,
genotoxicidade e outros (TORRES-BULGARIN et al., 2014). Na Tabela 1 sdo apresentados 0s
numeros de células observadas nas diferentes fases de diviséo celular e o nimero de microndcleos por
1.000 células. Observa-se que a exposi¢do das células a agua destilada (padrdo negativo do teste) ndo
causou o aparecimento de micronucleos.

IX Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio

Figura 1.Exemplos de anormalidades nucleares e cromossomicas. (a) embolhamento nuclear
(b)perturbagdo em anéfase (c) quebra cromossémica (d) e (e) microndcleos (f) microndcleo com fenda

O aparecimento de micronucleos entre as células de Nanomateriais estudados ¢ um indicativo de que
tais materiais provocaram alteragfes cromossdmicas e podem levar ao aparecimento de cancer
(CARRARD et al., 2007). Os materiais que mostraram maior potencial carcinogénico em ordem
crescente foram nanosilica, nanoparticulas de Ag, nanobastfes de Ag e Trifluralina.A agua destilada
ndo provocou o0 surgimento de microndcleo. Foram encontrados 8,74 micronucleos a cada 1.000
células observadas, no caso da silica nanoparticulada, o que evidencia que o material é grande poder
carcinogénico.

Tabela 1.: Numero de células observadas nos diferentes estagios de divisdo celular e nimero de
micronUcleos observados (a cada 1.000 células).

Material Fase de divisao celular Microntcleo
Préfase Metéafase Anafase Tel6fase
Trifluralina 3,43 0,93 0,53 0,93 1,46
Nanobastfes Ag 4,15 1,18 2,36 0,19 1,88
Nanoparticulas Ag 3,67 0,13 0,26 0 2,75
Nanosilica 5,00 2,53 1,88 0,55 8,74
Agua 3,22 1,84 092 1,38 0

Os motivos que levam um determinado Nanomaterial ser toxico podem ndo ser explicados
considerando-se unicamente sua composicao e tamanho. Outros fatores importantes influenciam como
as suas propriedades fisico-quimcas, formato, e quimica de superficie, ou seja, carga, potencial zeta e
rugosidade (SHARIFI et al., 2016). Qual desses fatores é determinante para que a silica
nanoparticulada apresente efeito especialmente citotdxico é ainda desconhecido e nao foi aqui
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investigado. Entretanto, pretende-se realizar estudos mais aprofundados com este e os demais
Nanomateriais para que isso seja mais bem esclarecido.

4 CONCLUSAO

Todos nanomateriais investigados demonstraram potencial de alteracdo cromossdmica,
gerando um maior nimero de micronucleos no estudo de células de Allium cepa por 1.000 células do
que a Trifluralina, herbicida reconhecidamente cancerigeno. Em especial a silica nanoparticulada
provocou o aparecimento de 8,74 micronlcleos por 1.000 células analisadas, contra 1,46 no caso da
Trifluralina. Pretende-se investigar outras propriedades desses Nanomaterial para que seu efeito
cancerigeno seja mais bem esclarecido.
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