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INTRODUCAO

Os avancos em nanotecnologia levaram ao desenvolvimento de um novo
campo de pesquisa, a nanomedicina, que visa estudar a aplicacdo de nanomateriais
em diagnosticos e terapias de algumas condi¢Oes patolégicas (Shvedova et al.,
2009). Nesse contexto, as nanoparticulas de carbono, devido a extraordinarias
propriedades fisico-quimicas e elétricas, tém emergido como uma nova op¢ao para
possivel uso em metodologias no tratamento de cancer, na bioengenharia e terapia
génica (Firme Il e Bandaru, 2010).

As nanoparticulas de carbono foram descobertas por lijima em 1991 como um
dos aldtropos do carbono elementar. Neste estado, o carbono ocorre como
pequenos cilindros ocos com diametros na faixa de 0,4 a 2,5 nm e comprimento de
10 a 100 um. Devido a sua morfologia tubular com dimens6es nanomeétricas foram
chamadas “nanotubos de carbono”. Com base nas suas estruturas, os nanotubos de
carbono (NTCs) podem ser divididos em duas categorias: (i) hanotubos de parede
Unica ou simples (SWCNT, do inglés single-wall carbon nanotubes) que sao
constituidos apenas por uma camada cilindrica de grafeno formada exclusivamente
por atomos de carbono arranjados em estrutura de anéis hexagonais fundidos, e (ii)
nanotubos de paredes multiplas (MWCNT, do inglés multi-walls carbon nanotubes),
constituidos de varios cilindros concéntricos de grafeno, onde um cilindro de menor
diametro € envolvido por outro cilindro de maior didametro e permanecem espacados
0,34-0,36 nm um do outro e unidos por interacdo de van der Waals (Herbst, 2004).

Devido a diversidade de aplicacfes, reais ou potenciais, dos NTCs, assim
como o impacto que os resultados podem dar ao desenvolvimento tecnolégico e
econdmico, a nanotecnologia atrai investimentos que ultrapassam milhdes de

doélares por ano em todo mundo (Nanosafe, 2010), bem como o interesse de



inUmeros grupos de pesquisa. Dados recentes tém mostrado que o investimento do
mercado global em NTCs esta previsto atingir US$2 bilh&es, considerando-se que
uma tonelada de NTCs estd sendo produzida em todo mundo a cada ano
(Yamashita et al., 2010).

No entanto, procedimentos utilizados na manipulacdo de NTCs podem
resultar na liberacdo de aerosois destes materiais no ambiente, aumentando o risco
de exposicdo humana a estes nanomateriais através de inalacdo, ingestdo e
penetracdo cuténea (Kisin et al., 2007). Diante desse cenario e frente a possibilidade
de aplicacdo dos NTCs na medicina e nos mais variados setores industriais, a
compreensao do efeito destes novos nanomateriais sobre 0 meio ambiente e na
salde humana torna-se uma prioridade nas investigac6es. Neste estudo, foram
analisados e comparados a toxicidade potencial e a capacidade para induzir danos
no DNA de dois diferentes nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT): (i)
NTC (Corea Co), um MWCNT coreano vendido comercialmente (i) NT, um MWCNT
sintetizado no Laboratério de Nanoengenharia e Diamante (UNICAMP).

MATERIAL E METODO

Foi empregado o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacgao
Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster que detecta a perda de
heterozigose de dois marcadores genéticos envolvidos na via metabdlica de
formacdo de pélos das asas — pélos maltiplos (mwh) e flare® (fIr’). A ocorréncia de
danos ao DNA, incluindo mutacfes pontuais e cromossémicas e recombinacéo
mitética, sdo primordialmente induzidas nas células dos discos imaginais que
dividem mitoticamente dando origem as asas das moscas adultas, com pélos
apresentando fendtipos mutantes (Graf et al., 1984; Andrade et al., 2004).

Larvas de terceiro estagio, obtidas do cruzamento padrdo, entre fémeas fIr® e
machos mwh, foram distribuidas em frascos contendo 0,9 g de meio de puré de
batata e 3 mL das solucGes de tratamento com diferentes concentracdes de NTC
(Corea Co) e NT. As larvas permaneceram em tratamento até atingirem o estagio de
pupa. Os adultos nascidos 10-12 dias apds a postura de ovos foram conservados
em etanol 70% para posterior montagem das laminas das asas das moscas mwh/flr®
e analise microscopica dos tricomas para a identificacdo de anormalidades

fenotipicas.



A avaliacdo da toxicidade genética foi feita através da comparacdo entre a
frequéncia de manchas mutantes dos grupos tratados e o controle negativo. O
diagnostico estatistico foi obtido através do teste binomial condicional de
Kastenbaum e Bowman (1970), seguindo um procedimento de multiplas escolhas
proposto por Frei e Wrgler (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um experimento piloto, a toxicidade cronica de ambos compostos, NTC
(Corea Co) e NT, foi determinada quantitativamente para determinar a faixa de
concentracao utilizada nas andlises de toxicidade genética. Para isso, grupos de 100
larvas foram tratados por 48 h com diferentes concentragcdes de cada composto.
Todas as concentragcdes permitiram uma taxa de sobrevivéncia superior a 90%,
indicando auséncia de toxicidade dos MWCNTSs e, portanto, foram aplicadas para
realizar a avaliacdo da toxicidade genética destes compostos. Utilizando o teste
binomial condicional, os resultados dos diferentes tratamentos com NTC (Corea Co)
e NT foram comparados com o respectivo controle negativo (dgua destilada),
demonstrando que ndo houve aumento significativo nas frequéncias de mutacéo e
recombinacdo (p<0,05), considerando o total de manchas presentes no gendtipo
mwh/flr®. Os resultados negativos indicam que os dois MWCNTs testados no
induzem alteracbes no DNA em células somaticas de D. melanogaster relacionadas
com mutacao e/ou recombinacao.

Alguns estudos sobre nanoparticulas foram realizados utilizando a D.
melanogaster como organismo experimental (Leeuw et al, 2007; Liu et al., 2009;
Yadav et al., 2010), embora nenhum deles abordaram os possiveis efeitos sobre o
material genético celular. Em 2007, Leeuw et al. capturaram as primeiras imagens
Opticas de nanotubos de paredes simples (SWCNTSs) no interior da D. melanogaster
utilizando uma técnica inédita, desenvolvida para obtencdo de imagens
fluorescentes em comprimentos de onda préximos ao infravermelho. Larvas foram
cultivadas em uma pasta de levedura que continha 9 ppm de SWCNTSs dispersos, e
permaneceram em tratamento até se tornarem pupa. As moscas sobreviveram até a
fase adulta da mesma forma que as do grupo controle, indicando auséncia de
toxicidade, corroborando os resultados obtidos no presente estudo. Posteriormente,

os tecidos das moscas foram removidos e examinados para verificar os exatos



pontos em que estavam concentrados 0os nanotubos. A maior quantidade de NTCs
foi encontrada no vaso dorsal, que € andlogo a um vaso sanguineo principal em
mamiferos, enquanto que menores quantidades foram encontradas nas glandulas
salivares, tubulos de Malphigi, cérebro, discos imaginais, traquéia e nos tecidos de
gordura. Foi estimado que, em média, apenas 1 a cada 100 milhdes de nanotubos
ingeridos, atravessam a parede intestinal e se tornam incorporados nos tecidos, a
maioria € excretada. Portanto, a auséncia de toxicidade pode resultar da baixa
biodisponibilidade de MWCNTs nos 6rgdos e tecidos internos da mosca-da-fruta,
mesmo estendendo a concentragéo para 1000 pg/mL (~ 1100 ppm).

A auséncia de toxicidade genética observada no teste SMART pode refletir a
pequena quantidade de MWCNTs que penetraram no nucleo das células discos
imaginais, pois a presenca dos nanomateriais neste grupo de células provavelmente
representa a captacdo secundaria apds a entrada dos mesmos na hemolinfa
circulante - um equivalente de sangue em humanos (Leeuw et al, 2007; Yadav et al,
2010). Além disso, MWCNTs com alto grau de pureza, como o NT sintetizado no
Laboratorio de Nanoengenharia e Diamante (NanoEng/UNICAMP), promove uma
menor geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), diminuindo o risco de danos

ao DNA, o que também pode explicar a auséncia de toxicidade neste estudo in vivo.

CONCLUSOES

Os resultados negativos obtidos no teste SMART mostram que os dois
MWCNTs avaliados ndo sao toxicos e ndo induzem danos ao DNA. No entanto,
outras investigacdes in vivo devem ser realizadas antes de qualquer aplicacéo

clinica e/ou industrial dos MWCNTSs.
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