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_Introdução

Os nanomateriais manufaturados (NMs), isto é, fabricados de-

liberadamente para fins específicos, apresentam propriedades 

físico-químicas únicas como a dimensão, área superficial ou fun-

cionalização, que lhes conferem caraterísticas mecânicas, óticas, 

elétricas e magnéticas muito vantajosas para aplicações indus-

triais e biomédicas. A título de exemplo, salienta-se a utilização 

crescente de NMs de dióxido de titânio em produtos de cosmé-

tica e higiene pessoal (1) (p.ex., em protetores solares e cremes). 

Contudo, a expansão da utilização destes e de outros NMs con-

trasta com a insuficiente avaliação de risco para a saúde huma-

na e para o ambiente, sendo ainda considerados como um risco 

emergente para a saúde pública (2). Uma das principais preocu-

pações relativamente aos efeitos adversos dos NMs é o seu po-

tencial efeito cancerígeno para o Homem. 

Num estudo recente, demonstrámos que um nanomaterial de dió-

xido de titânio na forma cristalina designada anatase, o NM-102 (do 

repositório do Joint Research Center; Ispra, Itália), induziu um au-

mento significativo de quebras cromossómicas - detetáveis na for-

ma de micronúcleos - em linfócitos humanos expostos ex vivo (3) 

não se tendo, porém, observado um efeito dose-resposta.

_Objetivo

No sentido de prosseguir e aprofundar a avaliação da genotoxici-

dade do NM-102, o presente estudo teve por objetivo caracterizar 

os seus efeitos genotóxicos, num modelo animal, utilizando uma 

abordagem integrada, a qual abrangeu a análise de vários parâ-

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 plasmídeo (5). A exposição a NM-102 

(10 e 15 mg/kg) realizou-se através de duas administrações suces-

sivas (com 24 h de intervalo) de cada dose por via intravenosa (i.v.). 

O desenho experimental combinou a análise integrada de vários 

parâmetros de genotoxicidade em diversos órgãos dos ratinhos, 

nomeadamente: anomalias cromossómicas (ensaio do micronú-

cleo) em reticulócitos de sangue periférico, quebras da cadeia de 

DNA (ensaio do cometa) e mutações no gene LacZ em células 

do baço e do fígado. Foram ainda efetuadas análises histológicas 

(microscopia óptica) e ultraestruturais (microscopia eletrónica de 

transmissão, TEM) de amostras de tecido hepático, com o intuito 

de demonstrar a ocorrência de exposição desses tecidos e célu-

las ao NM em estudo.

_Resultados
A análise histológica demonstrou, em amostras de tecidos dos ani-

mais tratados com a dose mais elevada de NM-102, uma acumu-

lação de nanopartículas no fígado, bem como a presença de um 

processo inflamatório moderado (figura 1A-C).

A análise ultraestrutural (TEM) revelou a presença de depósitos 

eletrodensos, compatíveis com a acumulação de NMs no fígado 

dos animais expostos, independentemente da dose administrada 

(figura 1D-E).

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronúcleo em reticuló-

citos de sangue periférico dos ratinhos não revelaram alterações 

cromossómicas significativas, 42 h após a segunda administração 

intravenosa (i.v.) de NM-102 (gráfico 1A).

Decorridos 28 dias após a última administração, não se detetou 

qualquer aumento do nível de quebras de cadeia simples ou dupla 

de DNA (ensaio do cometa), tanto no fígado como no baço dos 

ratinhos expostos a 10 ou 15 mg/kg de NM-102 (gráfico 1B). Ve-

rificou-se também que não houve indução de mutações no gene 

LacZ nos mesmos órgãos dos ratinhos expostos (gráfico 1C).
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(A) Controlo negativo com hepatócitos normais (hp). (B) Fígado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 exibindo aglomera-
dos de nanomateriais no interior de hepatócitos (setas largas). (C) Fígado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 
evidenciando aglomeração de células inf lamatórias (entre setas), no interior das quais se podem encontrar aglomerados de 
nanomateriais (seta larga). Hn: núcleo hepatocítico; vn: vénula; er: eritrócitos. Escala: 25 µm. (Créditos: Pedro M. Costa, 
IMAR e INSA). (D a F) Microfotografias de TEM mostrando depósitos de NMs no interior das estruturas celulares de hepatóci-
tos de ratinhos expostos a NMs. m: mitocondria; LY: l isossoma. Escala: 0.2µm (Créditos: Elsa Alverca, INSA). 

Figura 1A-F:      Microfotografias do fígado de ratinhos expostos a NMs. 

(A) Ensaio do micronúcleo em sangue periférico, 42 h após exposição; (B) Ensaio do cometa em células do baço e do fígado, 28 dias após 
exposição; (C) Ensaio de mutações no transgene LacZ, 28 dias após exposição; MNRet - reticulócitos micronucleados; Ret- reticulócitos.

Gráfico 1A-C:      Resultados dos ensaios de genotoxicidade em órgãos de ratinhos expostos a NM-102.
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_Conclusões

A investigação da genotoxicidade do dióxido de titânio nanopar-

ticulado - NM-102 - recorrendo a uma abordagem integrada num 

modelo de ratinho transgénico disponível no Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge, contribuiu para a evidência de que 

este nanomaterial não induz efeitos genotóxicos a nível sistémico, 

nas condições experimentais descritas. Salienta-se o facto de ter 

sido demonstrada a exposição interna e a acumulação do NM no 

fígado (4). Estes resultados negativos estão em concordância com 

os da maioria dos estudos publicados sobre a genotoxicidade de 

NMs de dióxido de titânio 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 observação de uma resposta inflamatória modera-

da em tecidos hepáticos sugere a possibilidade de ocorrência de 

genotoxicidade secundária in vivo, envolvendo inflamação. Reco-

nhece-se que esta resposta tecidular leva à produção de espécies 

reativas de oxigénio que poderão conduzir, ainda que secundaria-

mente, à formação de lesões no DNA, após exposição aos NMs. 

Assim, considerando a biopersistência do NM no organismo e o 

efeito inflamatório moderado observado, importa ainda investigar 

se ocorrerá genotoxicidade secundária, que venha a revelar-se 

apenas após uma exposição mais prolongada a estes nanoma-

teriais. Para além deste aspeto, a inflamação observada sugere 

ainda que o eventual desenvolvimento de processos canceríge-

nos por mecanismos não genotóxicos deverá ser investigado futu-

ramente.
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