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_Introdugéo

Os nanomateriais manufaturados (NMs), isto é, fabricados de-
liberadamente para fins especificos, apresentam propriedades
fisico-quimicas unicas como a dimensao, area superficial ou fun-
cionalizacao, que lhes conferem carateristicas mecanicas, éticas,
elétricas e magnéticas muito vantajosas para aplicacdes indus-
triais e biomédicas. A titulo de exemplo, salienta-se a utilizagdo
crescente de NMs de didéxido de titanio em produtos de cosmé-
tica e higiene pessoal (1) (p.ex., em protetores solares e cremes).
Contudo, a expansao da utilizacdo destes e de outros NMs con-
trasta com a insuficiente avaliagdo de risco para a saude huma-
na e para 0 ambiente, sendo ainda considerados como um risco
emergente para a saude publica(?). Uma das principais preocu-
pacdes relativamente aos efeitos adversos dos NMs é o seu po-
tencial efeito cancerigeno para o Homem.

Num estudo recente, demonstramos que um nanomaterial de dio-
xido de titénio na forma cristalina designada anatase, 0 NM-102 (do
repositério do Joint Research Center; Ispra, Italia), induziu um au-
mento significativo de quebras cromossémicas - detetaveis na for-
ma de micronticleos - em linfécitos humanos expostos ex vivo (3)
nao se tendo, porém, observado um efeito dose-resposta.

_Objetivo

No sentido de prosseguir e aprofundar a avaliagdo da genotoxici-
dade do NM-102, o presente estudo teve por objetivo caracterizar
0s seus efeitos genotoxicos, num modelo animal, utilizando uma
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abordagem integrada, a qual abrangeu a anélise de varios para-
metros de genotoxicidade no mesmo animal (4).

_Materiais e métodos

Recorreu-se a um modelo de ratinho transgénico contendo o gene
bacteriano LacZ inserido em plasmideo (5). A exposigao a NM-102
(10 e 15 mg/kg) realizou-se através de duas administragdes suces-
sivas (com 24 h de intervalo) de cada dose por via intravenosa (i.v.).
O desenho experimental combinou a analise integrada de varios
pardmetros de genotoxicidade em diversos 6rgdos dos ratinhos,
nomeadamente: anomalias cromossémicas (ensaio do micronu-
cleo) em reticuldcitos de sangue periférico, quebras da cadeia de
DNA (ensaio do cometa) e mutagdes no gene LacZ em células
do baco e do figado. Foram ainda efetuadas analises histologicas
(microscopia 6ptica) e ultraestruturais (microscopia eletrénica de
transmiss&o, TEM) de amostras de tecido hepético, com o intuito
de demonstrar a ocorréncia de exposicao desses tecidos e célu-
las a0 NM em estudo.

_Resultados

A andlise histologica demonstrou, em amostras de tecidos dos ani-
mais tratados com a dose mais elevada de NM-102, uma acumu-
lagdo de nanoparticulas no figado, bem como a presenca de um
processo inflamatério moderado (figura 1A-C).

A analise ultraestrutural (TEM) revelou a presenca de depdsitos
eletrodensos, compativeis com a acumulagao de NMs no figado
dos animais expostos, independentemente da dose administrada
(figura 1D-E).

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronucleo em reticulé-
citos de sangue periférico dos ratinhos ndo revelaram alteragoes
cromossdmicas significativas, 42 h ap6s a segunda administracao
intravenosa (i.v.) de NM-102 (grafico 1A).

Decorridos 28 dias ap6s a ultima administragdo, n&o se detetou
qualquer aumento do nivel de quebras de cadeia simples ou dupla
de DNA (ensaio do cometa), tanto no figado como no bago dos
ratinhos expostos a 10 ou 15 mg/kg de NM-102 (grafico 1B). Ve-
rificou-se também que ndo houve indugao de mutacdes no gene
LacZ nos mesmos 6rgaos dos ratinhos expostos (grafico 1C).
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Figura 1A-F: [ Microfotografias do figado de ratinhos expostos a NMs.

(A) Controlo negativo com hepatécitos normais (hp). (B) Figado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 exibindo aglomera-
dos de nanomateriais no interior de hepatdcitos (setas largas). (C) Figado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102
evidenciando aglomeragéo de células inflamatérias (entre setas), no interior das quais se podem encontrar aglomerados de
nanomateriais (seta larga). Hn: nicleo hepatocitico; vn: vénula; er: eritrécitos. Escala: 25 um. (Créditos: Pedro M. Costa,
IMAR e INSA). (D a F) Microfotografias de TEM mostrando depdsitos de NMs no interior das estruturas celulares de hepatéci-
tos de ratinhos expostos a NMs. m: mitocondria; LY: lisossoma. Escala: 0.2um (Créditos: Elsa Alverca, INSA).
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Gréfico 1A-C: 1 Resultados dos ensaios de genotoxicidade em érgéos de ratinhos expostos a NM-102.
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(A) Ensaio do micronucleo em sangue periférico, 42 h apés exposigao; (B) Ensaio do cometa em células do bago e do figado, 28 dias apos
exposigao; (C) Ensaio de mutacdes no transgene LacZ, 28 dias ap6s exposicao; MNRet - reticulocitos micronucleados; Ret- reticuldcitos.
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_Conclusdes

A investigacao da genotoxicidade do didxido de titanio nanopar-
ticulado - NM-102 - recorrendo a uma abordagem integrada num
modelo de ratinho transgénico disponivel no Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge, contribuiu para a evidéncia de que
este nanomaterial ndo induz efeitos genotdxicos a nivel sistémico,
nas condicdes experimentais descritas. Salienta-se o facto de ter
sido demonstrada a exposigao interna e a acumulagdo do NM no
figado (4). Estes resultados negativos estdo em concordancia com
0s da maioria dos estudos publicados sobre a genotoxicidade de
NMs de diéxido de titanio na forma cristalina anatase (6:7), embora
estejam descritos também alguns resultados positivos para este
tipo de NMs (8 9),

Apesar dos resultados negativos dos estudos de genotoxicidade
realizados, a observacdo de uma resposta inflamatéria modera-
da em tecidos hepaticos sugere a possibilidade de ocorréncia de
genotoxicidade secundaria in vivo, envolvendo inflamag&o. Reco-
nhece-se que esta resposta tecidular leva a producéao de espécies
reativas de oxigénio que poderdo conduzir, ainda que secundaria-
mente, a formagao de lesdes no DNA, ap6s exposi¢do aos NMs.
Assim, considerando a biopersisténcia do NM no organismo e o
efeito inflamatério moderado observado, importa ainda investigar
se ocorrerd genotoxicidade secundaria, que venha a revelar-se
apenas ap6s uma exposicdo mais prolongada a estes nanoma-
teriais. Para além deste aspeto, a inflamacéo observada sugere
ainda que o eventual desenvolvimento de processos cancerige-
nos por mecanismos nao genotoxicos deverd ser investigado futu-
ramente.
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