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_Efeitos toxicos dos nanotubos de carbono em células do trato respiratério humano
Toxicological effects of carbon nanotubes in human respiratory cells

Henriqueta Louro™>, Mariana Pinhdo'3, Joana Santos™3, Ana Tavares’, Nadia Vital">*, Célia Ventura®? Maria Jodo Silva'?

henriqueta.louro@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.
(2) Centro de Toxicogendmica e Saude Humana. Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa, Portugal.

(8) PToNANO, Lisboa, Portugal.
(4) Instituto de Soldadura e Qualidade, Taguspark, Oeiras, Portugal.

_Resumo

Os nanotubos de carbono de parede multipla (NTCs) sao nanomateriais
(NM) frequentemente utilizados como compasitos estruturais, em aplica-
cOes energéticas e em eletronica. Com o objetivo de contribuir para a
avaliacdo da sua seguranca para o homem, foi investigada a toxicidade
de vérios NTC (NM-400, NM-401, NM-402 e NM-403) considerando a
relacdo entre as suas propriedades fisico-quimicas e toxicolégicas. Os
efeitos citotoxicos foram analisados através do ensaio clonogénico e
do indice replicativo, enquanto a genotoxicidade foi avaliada através
dos ensaios do cometa e do micronucleo, em duas linhas celulares do
trato respiratério humano, as células A549 e Beas-2B. A exposigao das
células durante 48h revelou que apenas o NM-401 era citotdxico em
ambos os tipos de células, mas, apos uma exposicdo de 8 dias, todos os
NTCs eram citotoxicos nas células A549. A andlise de correlagao sugeriu
uma associagao entre a dimensao dos NTCs no meio de cultura e a sua
citotoxicidade. O ensaio do cometa nao revelou indugao de quebras na
molécula de DNA. Contudo, os NM-401 e NM-402 induziram a formacao
de micronucleos em A549, mas nao em Beas-2B. Como estes sé@o o0s
NTCs mais longos, o comprimento parece ser um fator determinante
para a genotoxicidade.

_Abstract

Multi-walled carbon nanotubes (CNTs) are nanomaterials (NMs) frequently
used in applications such as structural composites, energy applications
and electronics. To contribute to the safety assessment of CNTs, this work
investigated the toxicological effects of CNTs (NM-400, NM-401, NM-402
and NM-403), in relation to their physicochemical characteristics. The cy-
totoxic effects were analysed using the clonogenic assay and replication
index, while genotoxic effects were evaluated by the comet and micronu-
cleus assays, in two types of human respiratory cells, A549 and Beas-2B.
The 48h-exposure of cells revealed that only NM-401 was cytotoxic in both
cell lines, but after 8-days exposure, all the tested CNTs were cytotoxic
in A549 cells. Correlation analysis suggested an association between the
CNTs’ size in cell medium and cytotoxicity. Using the comet assay, no in-
duction of DNA damage was observed. However, NM-401 and NM-402
induced micronucleus in A549 cells but not in Beas-2B. NM-401 and
NM-402 are the two longest MWCNTs analyzed in this work and therefore
length of the CNT may be determinant for genotoxicity. The different CNTs
effect in the two cell lines is explained in view of the size-distribution of
MWCNTs in the cell medium, rather than cell’s specificities.

_Introdugéo

A pequena dimensdao dos materiais quando produzidos a
escala nanométrica (<100 nm) confere-lhes propriedades fisi-
cas, quimicas e bioldgicas que podem diferir bastante das
propriedades dos materiais com a mesma composi¢ao quimi-
ca, mas utilizados numa escala nao nanomeétrica. As proprie-
dades mecanicas, oOticas, elétricas e magnéticas inerentes
aos nanomateriais tornam-nos vantajosos para as mais diver-
sas aplicagdes industriais e biomédicas (1). Efetivamente, a
tecnologia baseada nos nanomateriais, ou nanotecnologia, foi
identificada como uma key enabling technology, impulsiona-
dora do crescimento econémico dos paises industrializados,
devido ao seu potencial para melhorar a qualidade e desem-
penho de muitos tipos de produtos e de processos. Contudo,
a expansao da sua utilizagao contrasta com a insuficiente ava-
liacé&o de risco para a saude humana e para o ambiente, sendo
considerados como um risco potencial para a saude publica.
Uma das principais preocupacdes relativamente aos efeitos
adversos na saude humana ¢ o seu potencial efeito carcinogé-
nico, que é sugerido por alguns estudos experimentais, como
¢ 0 caso dos nanotubos de carbono (NTCs). Recentemente,
a International Agency for Research on Cancer (IARC) ava-
liou um tipo de NTC, MWCNT-7, como sendo possivelmente
carcinogénico para o ser humano (Grupo 2B (%)) enquanto os
restantes NTC foram considerados néo classificaveis (Group
3 (2)). Esta classificacao reflete os resultados contraditérios
descritos na literatura relativamente a toxicidade dos NTC.

Procurando contribuir para a avaliagdo de segurangas dos
NTCs, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos
citotoxicos e genotdxicos de um grupo de NTCs, em duas
linhas celulares do trato respiratério humano (3. Em simulta-
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neo foi investigado o impacto das varias propriedades fisico-
quimicas dos NTCs na sua toxicidade, no sentido de possibi-
litar o desenvolvimento de nanomateriais mais seguros.

_Materiais e métodos

Recorrendo a quatro NTCs de referéncia, previamente caracte-
rizados (NM-400, NM-401, NM-402 e NM-403 (4)), foram pre-
paradas dispersdes destes NTCs de acordo com um protocolo
padronizado (5). A dimens&o média dos NTCs, na dispersao ini-
cial e quando diluidos no meio de cultura foi analisada através
de dynamic light scattering (DLS).

Uma vez que a via de exposi¢gdo humana mais provavel é a via
inalatéria, como modelo celular foram utilizadas células alveola-
res (Ab49) e células epiteliais bronquicas (Beas-2B), que foram
expostas a varias concentracdes destes NTCs. A citotoxicidade
foi analisada através do indice replicativo das células apos 48h
de exposicao e pela sua capacidade de formar colénias (ensaio
clonogénico) apds 8 dias de exposicao. Para caracterizagdo da
genotoxicidade dos NTCs utilizou-se o ensaio do micronlcleo
(detecao de quebras ou perda cromossémica) apds 48h de ex-
posicdo e 0 ensaio do cometa (detecdo de quebras no DNA),
apos 24h de exposicao.

_Resultados e discusséao

A andlise da dispersdo de cada um dos NTCs (DLS) revelou
que se obtiveram dispersdes homogéneas para todos e,
quando estas foram diluidas no meio de cultura das células
Ab549, verificou-se um ligeiro aumento das dimensdes médias,
embora ainda fossem observaveis particulas manométricas.
No entanto, para 0 meio de cultura das células Beas-2B, as di-
mensoes das particulas passaram a ser muito superiores e o
indice de polidispersibilidade muito elevado, consistente com
uma distribuigdo multimodal (2).

Os resultados mostraram que apenas o NM-401 apresentou
efeitos citotoxicos em ambas as linhas celulares apds 48h de
exposicao, mas todos os NTCs reduziram drasticamente a
viabilidade das células A549 expostas por 8 dias (grafico 1A),
permitindo o célculo da concentragéo inibitoria 50% (IC,,) de
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cada um. A andlise de correlagdo sugeriu uma associacao
entre a dimensao média dos NTCs no meio de cultura e o seu
IC,, (grafico 1B).

Relativamente a genotoxicidade dos NTCs, nao se verificou,
em nenhuma das linhas celulares, qualquer inducdo de que-
bras de cadeia simples ou dupla no DNA apés uma exposicao
de 24h. Ja no que diz respeito ao ensaio do micronucleo,
apesar de ndo se terem detetado efeitos nas células Beas-2B
(grafico 2A) observou-se um aumento da frequéncia de micro-
nucleos nas células A549 apds 48h de exposicao aos NM-401
e NM-402, indicando a inducéo de instabilidade cromossoémica
(grafico 2B) (3),

Considerando a relacao entre a toxicidade e as propriedades
fisico-quimicas primarias dos varios NTCs, verifica-se que o
NM-401 e NM-402 apresentam o maior comprimento, pelo que
se sugere que esta caracteristica € determinante da genotoxici-
dade. Porém, como nas células Beas-2B nao houve indugao de
genotoxicidade, outros fatores deverao ser também considera-
dos, nomeadamente a dimensao distinta que os NTCs aquiriram
apos a sua dispersao no meio de cada linha celular e que se re-
velou determinante para a citotoxicidade.
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Gréfico 1: [1 Redug&o da viabilidade celular em células A549 expostas durante 8 dias a NTCs (A) e sua correlagio
com a dimensdo média dos NTCs dispersos no meio de cultura (B).
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Grafico 2: '] Resultados do ensaio do micronticleo em células (A) Beas-2B e (B) A549.
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_Concluséo

Neste estudo concluiu-se que algumas formas de NTCs,
designadamente os mais longos, produzem efeitos genoto-
xicos em células humanas. Perante a incerteza dos niveis de
exposicao real do organismo humano e das concentracoes
atingidas nos varios dominios do ambiente, a seguranga da
utilizacdo dos NTCs nao pode ser, por enquanto, garantida.
Assim, e tendo em conta a elevada producao e a crescente
utilizagdo destes nanomateriais, sdo prementes futuros es-
tudos de monitorizag@o ambiental e humana.
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