ULBRA
Ciéncias Bioldgicas

ESTUDO DO POTENCIAL MUTAGENICO IN VITRO DE
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE NIOBIO

Juliana Rafaela Escouto Al Khateeb!?
Raine Fogliati De Carli Schardosim?
Ana Paula de Souza?

Allan Seeber?®

Wladimir Hernandez Flores®
Mauricio Lehmann*

Rafael Rodrigues Dihl®

Resumo: O ni6bio é um elemento metalico e possui aplicacdo em produtos comerciais.
Assim, é importante compreender o impacto das nanoparticulas (NPs) de 6xido de nidbio
(NbO). Considerando a escassez de pesquisas sobre a toxicidade genética das NPs de NbO,
este estudo avaliou a agdo mutagénica in vitro de NPs de Nb,Os (Pentoxido de Ni6bio) no teste
de microntcleos com blogueio da citocinese em células de ovario de hamster Chinés (CHO-
K1). Os resultados demonstraram que estas NPs ndo induziram aumentos significativos na
frequéncia de MN no tratamento de 4h. No tratamento de 24h foi observado aumento
significativo na concentracdo de 53 pg/mL. A mutagenicidade das NPs de NbO, est4,
provavelmente, associada a indugéo de estresse oxidativo.
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Abstract: Niobium is a metallic element and has application in commercial products. Thus,
it is important to understand the impact of niobium oxide (NbO) nanoparticles (NPs).
Considering the lack of research on the genetic toxicity of NbO NPs, this study assessed the in
vitro mutagenic action of Nb;Os NPs (Niobium Pentoxide) in the cytokinesis block
micronucleus test in Chinese hamster ovary cells (CHO-K1). The results showed that these
NPs did not induce significant increases in the frequency of MN in the 4h treatment. In the 24h
treatment, a significant increase in the concentration of 53 pg / mL was observed. The
mutagenicity of NbO NPs is probably associated with the induction of oxidative stress.
Keywords: Nanotoxicology; Micronucleus test; Mutagenesis; Niobium.
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Introducéo

Os avancos recentes na nanotecnologia, com uma crescente injecdo de
investimento na indUstria, tém conduzido ao desenvolvimento de numerosas
formulacbes de nanoparticulas (NPs) projetadas e avaliadas nos ultimos anos para o
diagndstico e aplicagdes terapéuticas, para a confeccao dos plasticos em geral, roupas,
cosméticos, eletrodomésticos, remédios, artigos esportivos, acessorios para
automoveis e até mesmo em alimentos (YETISGIN et al., 2020; ALPHANDERY,
2020; SARAVANAN et al., 2021). As NPs possuem propriedades intrinsecas que
influenciam na sua biodistribuicdo, eliminacdo e acumulacdo (LOURO et al., 2013;
BAETKE et al., 2015).

O risco dessas NPs alcangarem os diferentes compartimentos ambientais
(atmosfera, aguas e solo) e se tornarem disponiveis € muito grande e deve ser
considerado. Além disso, muitos nanoparticulados que estdo atualmente em uso séo
produzidos com metais de transicdo, silicio, carbono e ¢xidos metalicos, sendo
altamente toéxicos. A preocupacdo com relacdo a toxicidade das NPs reside
principalmente no fato de que elas nunca foram produzidas e utilizadas em produtos
comerciais em tdo larga escala. A tecnologia emergente pode produzir agentes que
interferem de forma indesejavel com a satde humana (PASCHOALINO et al., 2010;
FARIA et al., 2013).

Materiais contendo niébio (Nb) ganharam destaque nas ultimas décadas
devido as suas especiais aplicacdes nas industrias de alta tecnologia, especialmente
nos setores aeroespaciais, com as superligas metéalicas, e de eletroeletrdnicos, em que
sdo amplamente utilizados como microcapacitores. A utilizagdo insubstituivel desses
materiais nos setores faz do Nb um elemento crucial para o desenvolvimento
industrial nas proximas décadas, sendo definido oficialmente como matéria-prima
para as industrias da Unido Européia e dos Estados Unidos (LOPES et al. 2015). Os
Oxidos de Nb existem em diferentes estequiometrias, como, por exemplo, pentoxido
de Nb (Nb2Os), dioxido de Nb (NbO,) e mondxido de Nb (NbO) (LOPES et al. 2015).
O pentdxido de Nb (Nb2Os) geralmente € utilizado para a producdo de outros
componentes tais como: cloreto de Nb (NbCls), carboreto de Nb (NbC), ou niobato de
litio (LiNbOs) (SILVA, 2001).

Estudos previamente publicados na literatura cientifica revelaram a
citotoxicidade e a genotoxicidade de diferentes tipos e formas de NPs metélicas
(JEEVANANDAM et al.,, 2019; CAMBRE et al., 2020; WANG et al., 2020;
AHAMED et al., 2020). As NPs metalicas podem penetrar nas células e em certos
casos nas membranas nucleares, tendo acesso potencial a cromatina em todos 0s
estagios do ciclo celular. Adicionalmente, existe a possibilidade de danos diretos
devido a interacdo com a molécula de DNA ou por vias indiretas, como, por exemplo,
danos oxidativos (resposta celular a presenca das NPs) ou por efeito secundario
(inflamag&o induzida), levando a morte celular (apoptose e necrose) (COLLINS et al.,
2017; TENG et al., 2017).

Dessa forma, considerando a escassez de pesquisas sobre a toxicidade
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genética das NPs de NbO, este estudo avaliou a acdo mutagénica in vitro de NPs de
Nb2Os (Pentoxido de Nidbio) no teste de micronucleos com bloqueio da citocinese
(CBMN) em linhagem néo tumoral de ovario de hdmster Chinés (CHO-K1). O ensaio
CBMN tem sido frequentemente empregado, uma vez que apresenta algumas
vantagens como a facilidade na identificacao das células binucleadas portadoras de
microndcleos (MN), o que torna o teste mais sensivel e acurado. A analise de
micronucleos ¢ usada como padrio de mutagdes cromossémicas em organismos
eucarioticos, sendo, portanto, utilizada na detec¢do de agentes aneugénicos e/ou
clastogénicos (FENECH, 2007).

Metodologia

Nanoparticula de Oxido de Nidbio (NbO)

A sintese de NPs de NbO foi realizada usando matérias-primas de grau
reagente sem qualquer purificacdo adicional, a metodologia foi realizada conforme
Meneses et al. (2007). O colageno (2,5 g) foi dissolvido em agua (40 ml) (Milli-Q) em
uma placa de aquecimento a 45°C com agitacdo vigorosa durante um periodo de 30
min. Niobato oxalato de aménio hidratado [NHsH:NbO (C:04)3-3H.0] (1 g) foi
adicionado gradualmente a solugdo e a mistura foi agitada durante 20 minutos. A
solucéo foi seca a 60°C por 48h, recozida por 3h a 250°C e triturada. O p6 foi recozido
por 6h a 450°C e 550°C para obter as NPs cristalinas. A morfologia e a distribui¢do de
tamanho das particulas das amostras foram estimadas por microscopia eletrnica de
transmissdo (MET) utilizando um JEOL JEM-1200 EXII, e as analises das imagens
foram feitas por meio do software ImageJ 1.46r.

Cultivo celular e tratamento

As células de ovario de hamster Chinés (CHO-K1) foram cultivadas em
frascos de 75 cm2 em meio DMEM, com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina em uma incubadora (ThermoFisher) com 5% de CO; a 37°C.
Para a realizagdo dos experimentos as células foram transferidas para uma placa de
cultivo celular com 24 pocos. Em cada poco foram adicionadas aproximadamente
100.000 células, e ap6s 24 horas, diferentes concentracdes de NPs de NbO (6,5 — 53
pg/mL) foram adicionadas, da mesma forma que o controle positivo (Bleomicina - 3
pg/mL) e o controle negativo (agua destilada). As concentracdes de NPs de Nb foram
definidas com base em ensaios de viabilidade celular (dados ndo mostrados), sendo
gue todas as concentragdes utilizadas apresentaram viabilidade superior a 85%.

Teste de Micronucleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN)
O teste CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007) com poucas
modificacdes. Para a avaliacdo da acdo mutagénica das NPs de NbO foram realizados
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dois experimentos independentes em duplicata, em dois tempos de tratamento, 4 e
24h. Apo6s os periodos de exposicéo, as células foram lavadas e entdo foi adicionada
citocalasina B (Cit-B), por mais 24h. Apoés este estagio, as células foram coletadas,
coradas e analisadas em microscopio Optico com um aumento de 400X. A compara¢do
estatistica foi realizada por meio da analise da variancia (one-way ANOVA) com teste
post hoc de Dunnett com significancia estatistica P<0,05. Foram analisadas 1000
células binucleadas por tratamento e verificadas com relacdo a presenca de
micronucleos (MN).

Resultados e Discussao

As imagens MET da amostra mostram aglomerados de particulas densas e
distribuicdo de tamanho de particula para 174 particulas desenhadas aleatoriamente
(Figura 1).

50 nm

Figura 1: Imagem de microscopia eletronica de transmissdo (MET) da NP de NbO.

O diagrama mostra que o tamanho das particulas varia de 5 a 110 nm,
predominando particulas entre 10 e 70 nm e tamanho médio de 41,49 + 26,30 nm
(Figura 2).
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Figura 2: Histograma de distribuicdo de tamanho das particulas.

A atividade mutagénica das NPs de NbO foi avaliada no teste CBMN em
células CHO-K1. As células CHO-K1 nao tém a capacidade de metabolizagao, mas
sao de facil crescimento e manipulacdo. Somado a isso, é uma linhagem celular
amplamente utilizada e recomendada para a investigacdo da toxicidade genética de
diferentes compostos (AARDEMA et al., 2006; OECD, 2016).

Os resultados do ensaio CBMN demonstraram que as NPs de NbO ndo
induziram aumentos significativos na frequéncia de MN, no tratamento de 4 h (Figura
3). Por outro lado, no tratamento de 24 h foi observado um aumento significativo na
frequéncia de MN nas células expostas a concentracdo de 53 pg/mL de NP de NbO
(Figura 4).
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Figura 3: Frequéncia de MNs apds tratamento (4 h) das células CHO-K1 com as NPs de NbO,
fracéo cristalina (6,5 — 53 pg/mL). CN= Controle Negativo (agua destilada). CP= Bleomicina
(3 pg/mL). One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett. ***P< 0,001.
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Figura 4: Frequéncia de MNs ap6s tratamento (24 h) das células CHO-K1 com as NPs de
NbO, fracdo cristalina (6,5 — 53 pg/mL). CN= Controle Negativo (agua destilada). CP=
Bleomicina (3 pg/mL). One-way ANOVA e teste post-hoc de Dunnett. ***P< 0,001.
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O Unico estudo realizado até o momento com NPs de NbO foi desenvolvido
por Mestieri et al. (2017) que avaliaram a citotoxicidade de cimento a base de silicato
de célcio (Cimento Portland branco) associado com nanoparticulas de 6xido de nidbio
(Nb2Os) através do ensaio MTT e exclusdo pelo azul de tripan em células da polpa
dentaria humana (hDPCs), células do foliculo dentario humano (hDFCs), células
osteoblasticas humanas (Saos-2) e células do ligamento periodontal de ratos (mPDL).
Esse material, nos testes avaliados, ndo apresentou citotoxicidade e as linhagens
celulares estudadas apresentaram resposta semelhante na avaliagdo da citotoxicidade.
Entretanto, ndo foram identificados, na literatura cientifica, estudos direcionados a
investigacdo da toxicidade genética das NPs de NbO.

Os resultados deste estudo indicaram que as NPs de NbO sdo mutagénicas in
vitro, em altas concentragdes, apo6s 24 h de tratamento. Embora os mecanismos
relacionados a ag&o bioldgica das NPs de NbO nédo tenham sido elucidados, a indugéo
de estresse oxidativo, por meio da formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
parece ser o principal mecanismo responsavel pela atividade mutagénica destas NPs.
De fato, estudos com outras NPs metélicas, como NPs de niquel, demonstraram um
aumento significativo dos niveis de EROs em células A549 (LATVALA et al., 2016;
KARLSSON et al., 2014; CAPASSO et al., 2014; LU et al., 2015), assim como 0
aumento da expressdo de genes relacionados ao estresse genotoxico (PIETRUSKA et
al., 2011; HORIE et al., 2011).

A inducdo de EROs por NPs metalicas pode causar, direta ou indiretamente,
alteragcBes importantes em macromoléculas biologicas (HUSSAIN et al., 2005;
GALLEGO et al., 2007). A produgdo de EROs esté diretamente correlacionada com
guebras de fitas do DNA, que poderia explicar a formacdo de MN no teste CBMN. De
fato, MN é uma pequena massa nuclear, delimitada por uma membrana e separada do
nucleo principal. E resultante de um efeito clastogénico (quebra cromossdmica),
guando ha fragmentos de cromossomos acéntricos, que ndo sdo incorporados no
nacleo das células-filhas ou por um efeito aneugénico (perda cromossémica), quando
cromossomos inteiros sdo excluidos do nicleo principal das células-filhas por nédo
completarem sua correta migragdo durante a divisao celular (FENECH, 2007).

Concluséao

Ainda que a inducdo de MN tenha sido restrita @ maior concentragdo das NPs
de NbO, no tratamento de 24 h, os resultados apontam para a acdo mutagénica destas
NPs. Estudos adicionais com NPs de NbO, focados na avaliacdo de outros parametros
genéticos, sdo fundamentais para a caracterizacdo do perfil genotoxico destas NPs e
para a avaliagdo do risco de exposicdo ao NbO no ambiente.
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