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_Introdugéo

Os nanomateriais manufaturados (NMs), isto &, materiais fabricados
que contém particulas em que uma ou mais dimensdes externas
se situam na gama de tamanhos compreendidos entre 1 nanémetro
e 100 nanémetros!!) apresentam propriedades fisico-quimicas
Unicas (e.g., dimensdo, area superficial, funcionalizagdo) que lhes
conferem carateristicas mecanicas, dticas, elétricas e magnéticas muito
vantajosas, relativamente aos mesmos materiais na forma ndo
nanométrica (2). Assim, tem-se assistido a um incremento significativo
no desenvolvimento, produgdo e utilizacdo de nanomateriais
manufaturados a nivel mundial e a uma répida progressao das
nanotecnologias como promotoras de inovagdo em termos de aplicagdes
e produtos, nomeadamente, nas areas da ciéncia, biomedicina e produtos
de consumo(®),

_0 desenvolvimento exponencial das nanotecnologias contrasta com
a avaliacdo ainda insuficiente dos eventuais perigos associados aos
nanomateriais, designadamente ao nivel dos potenciais efeitos lesivos
do genoma e suas consequéncias a longo termo na saude humana e
no ambiente. Neste contexto, a nanotoxicologia podera dar um contributo
inestimavel, em particular, no que se refere aos efeitos genotdxicos e
potencialmente tumorigénicos dos NMs (2).

Figura 1:
e

(A) Visualizagao de um micronucleo (seta) em célula binucleada.

_0 caso dos nanotubos de carbono de parede midltipla (NTCs) é um
exemplo das incertezas que subsistem na avaliagcdo de seguranga
dos nanomateriais. A sua semelhanca, em tamanho e forma, com as
fibras de amianto tem conduzido a grandes preocupacdes sobre
seus potenciais efeitos carcinogénicos. Contudo, devido a
complexidade inerente as suas propriedades fisico-quimicas,
a caracterizacdo da genotoxicidade destes materiais tem produzido
resultados contraditérios e dificeis de interpretar (45). Assim, a
comparacdo dos resultados dos diversos estudos constitui um desafio
tanto para os cientistas como para os legisladores.

_Procurando responder a algumas destas necessidades de
conhecimento, iniciou-se em 2010 a Acg¢do Concertada Europeia
“NANOGENOQTOX- Safety Evaluation of Manufactured Nanomaterials
by Characterisation of their Potential Genotoxic Hazard", na qual o INSA
tem participado. No &mbito desse projeto, o presente trabalho teve como
objetivo especifico comparar os potenciais efeitos genotdxicos de varios
NTCs em culturas primarias de linfécitos humanos.

_Materiais e Métodos

Foram preparadas dispersdes de quatro NTCs (NM-402, NM-403,
NRCWE-006 e NRCWE-007) previamente caracterizados, de acordo
com um protocolo padronizado () e expuseram-se os linfécitos em
cultura a vérias concentragdes destes NMs entre 0 e 250 ug/ml, incluindo
também controlos positivos. O ensaio do microntcleo in vitro, um método
validado e aceite para efeitos de regulacéo, foi selecionado para avaliar
a instabilidade cromossomica in vitro (7).

_Resultados

A ilustra 0 ensaio do microndcleo num linfécito humano apés
bloqueio da citocinese (linfécito binucleado), mostrando um microntcleo
no citoplasma da célula, indicador da ocorréncia de um evento de
quebra ou perda cromossomica. O comportamento dindmico dos NTCs,

continua

Microfotografias do ensaio do micronticleo em linfocitos humanos.

(B) Aspeto dos aglomerados de NTCs apds exposicéo dos linfocitos
a concentracao mais elevada (250 ng/ml).
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Grafico 1: Frequéncia de células binucleadas micronucleadas (MNBC) por 1000 células binucleadas (BC)
apds exposicdo in vitro dos linfocitos humanos a quatro nanotubos de carbono.
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ou seja, a sua capacidade de formagéo de agregados ou aglomerados,
¢ visivel sobretudo nas concentracdes mais elevadas (B).

_Verificou-se um aumento significativo da frequéncia de micronucleos

em linfécitos humanos expostos a 15 pg/ml do NM-402
(p = 0,015, teste exato de Fisher), 2,5 e 15 pg/ml de NRCWE-006
(p=10,007 e 0,009) e a todas as doses (exceto 125 ug/ml) do NM-403
(p <0,018). No entanto, ndo foi observado um efeito dose-resposta com
base na frequéncia de linfdcitos micronucleados. Relativamente ao
NRCWE-007, ndo se observaram efeitos genotéxico em linfécitos.
Ambos os controlos positivos, nanoparticulas de oxido de zinco e
mitomicina C, produziram um incremento estatisticamente significativo
da frequéncia de linfécitos micronucleados.

_Conclusoes

No estudo apresentado, foi avaliada a genotoxicidade de nanotubos de
carbono, cujas propriedades fisico-quimicas foram previamente
caracterizadas por outros parceiros do projeto, evidenciando diferencas
no que diz respeito & sua dimens&o, razao altura/largura e area superficial
(resultados ndo apresentados).

_Através do ensaio do micronucleo, verificdmos que o potencial
genotdxico destes quatro nanomateriais € distinto, sendo que
alguns foram capazes de induzir instabilidade cromossémica
(NM-403 e NRCWE-006), a0 passo que outros produziram resultados
equivocos (NM-402, apenas positivo para uma dose) ou negativos
(NRCWE-007). Estas diferengas decorrem, possivelmente, das
propriedades intrinsecas distintas dos quatro NTCs que implicam
também diferencas na internalizagdo pela célula e nos seus efeitos
intracelulares (®).

_Assim, no contexto da avaliacdo da seguranca dos NMs, torna-se
crucial a investigacdo das curvas dose-resposta de cada
NM individualmente e dos efeitos e mecanismos ao nivel celular,
recorrendo a NMs bem caracterizados. Apenas deste modo poderdo
ser preenchidas as lacunas de conhecimento acerca da toxicidade dos
NMs e ser estabelecida uma evidéncia alicercada numa base de
conhecimento cientifico sélido, para garantir a saude publica perante a
crescente exposicdo humana a nanomateriais.
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