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RESUMO

A nanotecnologia tem sido uma area de constante crescimento, impulsionando
avancos significativos na producdo e consumo de nanoparticulas (NPs). Um dos
aspectos cruciais no desenvolvimento das NPs é a compreensédo de sua toxicidade e
impacto no meio ambiente, especialmente considerando sua dispersdo no
ecossistema aquético, que gera preocupacdes acerca de seus possiveis efeitos nesse
ambiente. As nanoparticulas de Oxido de Zinco (NP ZnO) tém despertado grande
interesse devido as suas propriedades Unicas e aplica¢cdes potenciais em diversos
setores industriais, sendo reconhecidas por sua elevada toxicidade para organismos
aquaticos. Para avaliar a toxicidade de diferentes contaminantes, modelos in vitro que
utilizam células de peixes tém se mostrado valiosos em estudos ecotoxicologicos.
Esses testes sdo alternativas para substituir os testes in vivo de toxicologia aguda em
peixes. Neste contexto, esse estudo destaca o uso da linhagem RTG-2, derivada de
gbnadas de truta-arco-iris, com 0 objetivo de avaliar os efeitos genotoxicos e
citotéxicos da exposicdo de nanoparticulas de ZnO, dopadas e ndo dopadas com
Erbio [NP ZnO-Er]. As concentracbes selecionadas (0,4; 4; 2; 4; 60; 80, 100 e 400
pg/mL) foram baseadas em estudos que comprovaram sua acdo bactericida. A
citotoxicidade foi avaliada através dos testes de AlamarBlue (AB), Vermelho Neutro
(VN) e b5-Carboxyfluorescein Diacetate, Acetoxymethyl Ester (CFDA-AM). A
genotoxicidade foi avaliada através do biomarcador genético Ensaio Cometa, utilizado
para investigar possiveis danos no DNA induzidos pelas NP ZnO nao dopadas e
dopadas com Er. Como resultados, foram obtidos valores de IC50 de 22,07, 22,17 e
52,64 pg/mL para os indicadores AB, CFDA e VN, para NP ZnO-Er e de 113,03,
105,15 e 76,06 pg/mL para NP ZnO, respectivamente. Observou-se um potencial
citotéxico superior para NP ZnO dopadas com Er quando comparadas as nao-
dopadas. Quanto aos dados de genotoxicidade, estes apresentaram resultados
significativos (p<0,05) para ambas NPs, indicando danos no DNA na linhagem RTG-
2 quando exposta a dopadas e nao dopadas. Esse estudo se torna relevante devido
a sua contribuicdo para o avan¢o do conhecimento na area da nanotecnologia, visto
gue compreender a toxicidade dessas nanoparticulas é essencial para maximizar 0s
beneficios e minimizar os riscos associados ao seu uso, impulsionando o progresso
da nanotecnologia e suas aplicacfes futuras.

Palavras-chave: citotoxicidade; genotoxicidade; cultivo celular; modelos in vitro;
células de peixe.



ABSTRACT

Nanotechnology has been an area of constant growth, driving innovative advances
in the production and consumption of nanoparticles (NPs). One of the crucial aspects
in the development of NPs is the understanding of their toxicity and impact on the
environment, especially considering their dispersion in the aquatic ecosystem, which
raises concerns about their possible effects in this environment. Zinc Oxide
nanoparticles (NP ZnO) arouse great interest due to their unique properties and
potential applications in various industrial sectors, being recognized for their high
toxicity to aquatic organisms. To evaluate the toxicity of different contaminants, in
vitro models using fish cells have been shown to be beneficial in ecotoxicological
studies. These tests are alternatives to replace in vivo acute toxicology tests on fish.
In this context, this study highlights the use of the RTG-2 strain, derived from rainbow
trout gonads, with the aim of evaluating the genotoxic and cytotoxic effects of
exposure to ZnO nanoparticles, doped and undoped with Erbium [NP ZnO -Er]. The
selected concentrations (0.4; 4; 2; 4; 60; 80, 100 and 400 pug/mL) were based on
studies that proved its bactericidal action. Cytotoxicity was evaluated using the
AlamarBlue (AB), Neutral Red (VN) and 5-Carboxyfluorescein Diacetate,
Acetoxymethyl Ester (CFDA-AM) tests. Genotoxicity was evaluated using the
genetic biomarker Cometa Assay, used to investigate possible DNA damage
induced by undoped and Er-doped ZnO NPs. As results, IC50 values of 22.07, 22.17
and 52.64 ug/mL were obtained for the indicators AB, CFDA and VN, for NP ZnO-Er
and 113.03, 105.15 and 76.06 pg/mL for NP ZnO, respectively. A higher cytotoxic
potential was observed for ZnO NPs doped with Er when compared to non-doped
ones. As for genotoxicity data, these showed significant results (p<0.05) for both
NPs, reducing DNA damage in the RTG-2 lineage when exposed to doped and
undoped. This study becomes relevant due to its contribution to the advancement of
knowledge in the area of nanotechnology, as understanding the toxicity of these
nanoparticles is essential to maximize the benefits and minimize the risks associated
with their use, boosting the progress of nanotechnology and its future applications.

Keywords: citotoxicology; genotoxicology; cell culture, in vitro models; fish cells.
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1 INTRODUGCAO

As industrias sdo uma das principais responsaveis pela poluicdo ambiental,
interferindo na saude e preservacdo do meio ambiente através da liberacdo de
diferentes produtos residuais toxicos (Montagner; Vidal; Acayaba, 2017; Patel et al.,
2019). Os efluentes industriais apresentam um impacto significativo na contaminagao
de recursos ambientais, na qualidade das aguas superficiais e subterraneas,
reduzindo o rendimento das culturas e prejudicando a vida aquatica (Ibrahim; Ibrahim;
Yusuf, 2021; Yadu et al., 2020).

Atualmente, o campo cientifico-tecnolégico da nanotecnologia passa por uma rapida
evolucdo, resultando na producdo em larga escala de produtos feitos com
nanomateriais, principalmente nanoparticulas (NPs). Esses materiais sdo muito
cobicados em industrias por conta de suas propriedades funcionais Unicas
(Klingelfus et al., 2019), como tamanho reduzido e alta reatividade (Bordin et al.,
2023; Bondarenko et al., 2016; Gubala et al., 2018; Serra et al., 2020).

Uma das nanoparticulas (NPs) consideradas mais importantes sdo as

nanoparticulas de Oxido de Zinco (NP ZnO), gracas a sua ampla utilizagdo em
diferentes areas industriais, como cosmética, farmacéutica, de alimentos, e campos
da agricultura e biomedicina (Bordin et al., 2023; Mirzaei; Darroudi, 2017).

Sendo reconhecidamente téxicas, as NP ZnO s&do bioacumulaveis em
organismos aquaticos (Zhao et al., 2013) e representam riscos para 0S organismos
aquaticos (Cong et al., 2017; Fernandez et al., 2013; Hao; Chen, 2012; Wu et al.,
2021). Gracas a seu alto consumo e producdo, a liberacdo desses materiais no meio
ambiente acaba crescendo, tendo como resultado a acao toxica nos organismos e em
seus ecossistemas (Choi et al., 2016), principalmente no ecossistema aquatico.

Sabe-se que as NP ZnO possuem atividade bactericida devido a sua
capacidade de geracéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), sendo capazes de
causar ruptura do envelope celular, aumento da internalizagcdo celular e danos
mecanicos (Krol et al., 2017). No entanto, seu desempenho individual para aplicacdes
especificas ainda € limitado. Para superar essa limitacdo, a dopagem das NPs tem
sido explorada com o objetivo de aprimorar suas caracteristicas para diferentes fins
(Patrinoiu et al., 2019; Sanchez-Lopez et al., 2022). A dopagem de NPs com o
elemento terra rara Erbio (Er) tem sido explorada como uma abordagem promissora
para melhorar as propriedades das NPs, especialmente em relacdo ao possivel

aumento da atividade bactericida (Guanem et al., 2019; Sanchez-Lopez et al., 2022).
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Como objetivo de avaliar os efeitos téxicos de diferentes agentes
contaminantes no ecossistema aquatico, peixes sao considerados destaque como
organismos-teste em testes toxicoldgicos (Hartl, 2015; Klingelfus et al., 2019;
Lapuente et al., 2015). Porém, modelos alternativos como o uso de células de peixe
(in vitro) tém ganhado espaco em estudos ecotoxicoldégicos como alternativa aos
testes de toxicidade aguda em peixes. Sendo considerados sistemas experimentais
eficazes, ideais para estudar mecanismos toxicos em nivel molecular e celular em
ambiente controlado (Castano et al., 2003; Zegura; Filipic, 2019). Nesses testes, é
necessaria a descricdo prévia da identidade e caracterizacdo dos nanomateriais
utilizados, incluindo suas propriedades fisico-quimicas, comportamento e destino,
para evitar a superestimacdo ou subestimacdo dos efeitos e conclusGes errbneas
(Lammel, 2018).

Uma das linhagens celulares amplamente utilizadas como modelo para prever
a toxicidade em peixes é a linhagem proveniente da gbnada do peixe truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Sendo conhecida como RTG-2 (Rainbow trout gonad), essa
linhagem tem sido empregada em diferentes estudos de toxicidade (Fischer et al.,
2019; Natsch et al., 2018; Tanneberger et al., 2013).

Os testes com essa linhagem vém sendo conduzidos através de modificacdes,
obtidas a partir da diretriz de teste da Organizacdo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico (Organisation for Economic Cooperation and
Development - OECD) (TG) N° 249 (OECD, 2021), que combina a utilizacdo de
diferentes biomarcadores de citotoxicidade, que medem a integridade da membrana,
atividade lisossomal e atividade mitocondrial, em células de truta arco-iris.

Os biomarcadores, por sua vez, desempenham um papel fundamental como
indicadores biolégicos, permitindo a deteccdo de efeitos subletais e a avaliacdo da
exposicdo a produtos quimicos toxicos em diferentes organismos (Connon; Geist;
Werner, 2012). Tendo em vista a avaliacdo de danos genotoxicos causados por
contaminantes, um dos biomarcadores mais utilizados € o Ensaio Cometa, usado para
identificagdo de danos no DNA, sendo considerado um teste sensivel, confiavel,
rapido e eficiente (Collins et al., 2023; Scherer; Strohschoen, 2013). Esse teste é
amplamente utilizado na genotoxicidade in vitro e in vivo, podendo ser aplicado em
diversos tecidos animais, destacando-se por sua relevante vantagem em detectar

toxicidade especifica em érgaos ou tecidos investigados (Azqueta; Dusinska, 2015).
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Devido ao avanco da nhanotecnologia e a crescente dispersdo de
nanoparticulas no ambiente, torna-se necessaria a realizacao de estudos abrangentes
para avaliar o0s potenciais impactos desses compostos em ecossistemas,
principalmente aquaticos, bem como seus mecanismos de acdo em diferentes
organismos. Sendo interessante a utilizacdo de modelos modelos in vitro como
meétodo alternativo a experimentacdo animal, tendo em vista a aplicacédo dos 3R’s de
Russel e Burc (1959): replacement, reduction e refinement (substituicdo, reducéo e
refinamento).

Com isso, este trabalho busca avaliar os efeitos toxicologicos das
nanoparticulas de 6xido de zinco, ndo dopadas e dopadas com o elemento Erbio (Er)
em diferentes concentracfes que apresentam atividade bactericida comprovada, em
linhagem celular de peixe (RTG-2) mediante aos testes citotdéxicos (AlamarBlue™,

CFDA-AM e Vermelho Neutro) e genotoxicos (Ensaio Cometa).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicolégicos da exposicdo de nanoparticulas de ZnO né&o
dopadas e dopadas com Erbio (Er), em células de cultivo de truta arco-iris RTG-2, a
fim de elucidar o mecanismo de toxicidade destas nanoparticulas e contribuir para o

conhecimento referente a area da nanotoxicologia.

1.1.2 Objetivos especificos

e Definir a Concentracéo Inibitoria de 50% (IC50) das NP ZnO nédo dopadas e
dopadas com Erbio em linhagem celular RTG-2;

e Avaliar os efeitos citotéxicos de NP ZnO e NP ZnO-Er em linhagem celular
RTG-2, utilizando os testes AlamarBlue, CFDA-AM e Vermelho Neutro;

e Avaliar os efeitos genotoxicos de NP ZnO e NP ZnO-Er em linhagem celular

RTG-2, utilizando o Ensaio Cometa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPACTOS ANTROPICOS NOS ECOSSISTEMAS AQUATICOS

A presenca da agua na Terra € abundante, representando um recurso natural
vital e irremediavel para a sobrevivéncia e manutengéo das diversas formas de vida
(Vorosmarty et al., 2010). A utilizacdo dos recursos hidricos pode ser classificada em
diversas categorias de grande escala, incluindo o abastecimento publico e industrial,
recreacdo, producdo de energia elétrica, entre outros. Essas atividades estdo
diretamente relacionadas a sociedade humana e ao desenvolvimento econémico.

A grande importancia desse recurso faz com que seja crucial implementar
medidas legais que assegurem a qualidade da agua tanto superficial quanto
subterranea. A resolucdo CONAMA n° 430/2011 estabelece "condicdes e padrbes de
gualidade de agua necessarios para atender aos usos predominantes atuais e
futuros". Em outras palavras, sdo definidas classes com base nos requisitos de
qualidade da agua, que sdo avaliados por meio de substéncias como oxigénio
dissolvido na agua e fosforo, presenca de organismos como bactérias coliformes
termotolerantes, e caracteristicas fisicas como transparéncia e odor, bem como
caracteristicas quimicas como pH.

Com o desenvolvimento da civilizagdo humana, os impactos gerados por acdes
de natureza antrépica no meio ambiente se tornaram um tema de grande relevancia
(Montagner; Vidal; Acayaba, 2017). Tendo em vista os recursos hidricos, as atividades
humanas tém causado a deterioracdo das fontes naturais de agua, agravada pelo
continuo crescimento do setor industrial e demogréafico, junto com o descarte
inadequado de esgotos sanitarios e efluentes industriais téxicos, sendo uma das
principais fontes de contaminacao dos corpos d’agua (Bashir et al., 2020; Cavalcante,
2020; Coutinho et al., 2013; Lins et al., 2010). Com o decorrer do tempo, essas acdes
tém causado consequéncias negativas principalmente aos ecossistemas aquaticos,
modificando-o e alterando sua qualidade, devido serem utilizados como destino final
para diversos compostos estranhos ao meio (Cavalcante, 2020).

No estudo feito por Ruddimann (2013), evidencia-se que as atividades
industriais acarretam diversas consequéncias ambientais, incluindo: eroséo profunda

do solo, assoreamento das bacias hidrograficas, escoamento para as costas e
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proliferacdo de algas, acidificacdo de lagos, corregos e rios, aumento da acidez dos
oceanos em 30%, esgotamento/colapso da pesca primaria, poluicdo de rios e
fragmentacdo do ecossistema levando a perda de espécies - sendo a Ultima
considerada irreversivel para os ecossistemas.

Dentre os diversos compostos produzidos pela acdo antrépica, muitos podem
ser classificados como contaminantes emergentes, ou CECs (Contaminants of
Emerging Concern), substancias que ndo sdo comumente monitoradas no meio-
ambiente, mas que apresentam potencial de causar efeitos adversos a vida aquéatica,
e até mesmo a saude humana (Montagner et al., 2019; Pastorino, 2021). Substancias
como farmacos, produtos de cuidado pessoal, pesticidas, nanomateriais e drogas
ilicitas, sdo algumas das substancias mais investigadas como contaminantes

emergentes (Montagner et al., 2019).

2.2 NANOTECNOLOGIA

No contexto do avanco industrial e tecnoldgico, o campo cientifico-tecnolégico
da nanotecnologia esta passando por um rapido desenvolvimento. Sendo considerado
um dos campos mais inovadores e amplamente estudados na atualidade, explorando
as propriedades fisicas e quimicas da matéria que estéo intrinsecamente relacionadas
com as dimensdes nanométricas (Dobretsov et al., 2020; Khosravi-Katuli et al., 2018).
Esse progresso resulta na producdo em grande escala de produtos fabricados com
nanomateriais.

Essas estruturas nanométricas consistem em compostos com pelo menos uma
de suas dimensdes situada entre 1-100 nanémetros (nm) (European Commission,
2011). Esses nanomateriais sdo produzidos em grande escala e utilizados em uma
variedade de setores — incluindo producédo de energia, embalagens, cosmeéticos e
farmacos — devido a sua capacidade de modificar drasticamente propriedades
fundamentais, como fisicas, quimicas e mecanicas (ABDI, 2010; Bordin et al., 2023).

Entre esses compostos, merece destaque a producao de nanoparticulas (NPs),
gue despertam interesse para integracdo em tecnologias industriais e médicas, devido
as suas propriedades Gticas, estabilidade quimica e capacidade de penetracéo
aprimorada, devido a sua vasta area superficial (Borm et al., 2006; Kreyling et al.,
2006; Senthamarai; Malaikozhundan, 2022). Estima-se que cerca de 60.000

toneladas de NPs sejam sintetizadas anualmente (Murthy et al., 2022). Essa producéo
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impulsiona solugbes inovadoras em diversos setores industriais, permitindo
aprimoramentos baseados em caracteristicas especificas, como area superficial,
tamanho da particula, distribuicdo e morfologia (Candeia, 2021), viabilizando o
desenvolvimento de materiais mais leves, resistentes e eficientes.

No entanto, devido ao seu alto consumo e producao, a liberagdo desses
materiais no meio ambiente acaba aumentando, podendo apresentar acao toxica nos
organismos e em seus ecossistemas, exigindo uma avaliacdo das implicacbes
ambientais decorrentes do uso generalizado de nanoparticulas (Choi et al., 2016).
Niveis elevados de poluicdo sédo frequentemente observados, especialmente no
ecossistema aquatico (Serra et al.,, 2020), sendo um dos ecossistemas mais
ameacados do mundo.

Diferentes estudos (Bordin et al., 2023; Quina, 2004; Kennedy et al., 2008; Hao;
Chen, 2012) tém levantado preocupac¢cbes acerca dos possiveis impactos de
nanoparticulas (NPs) em ecossistemas. Isso ocorre devido a capacidade desses
compostos de interagirem com diferentes componentes do ecossistema aquético,
alterando suas propriedades fisicas ou quimicas (Gubala et al., 2018; Wong et al.
2020), resultando em sua toxicidade para o meio ambiente. O tamanho das
nanoparticulas torna mais facil a sua dispersdo na atmosfera, em solos e aguas, o
gue dificulta sua remocao e favorece sua entrada e acumulacdo em células vivas
(Barbosa, 2017). Outros estudos (Farré et al., 2009, Heinlaan et al., 2008, Zhu et al.,
2010) também ressaltam a importancia de considerar os efeitos das nanoparticulas

Nnos organismos aquaticos e a necessidade de preocupacao com esses impactos.

2.3 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

Dentre a variedade de nanoparticulas existentes, temos como destaque as
Nanoparticulas de Oxido de Zinco (NP ZnO), por permitirem alteracbes em seu
tamanho, forma e quimica de superficie (Wu et al., 2019). Devido a sua ampla
aplicabilidade, se destacam pelo seu amplo uso em diversas areas comerciais, sendo
utilizadas em areas como agricultura, biomedicina e cosméticos (Motta et al., 2020;
Murthy et al., 2022; Noor et al., 2021).

Essas NPs desempenham um papel essencial em uma ampla variedade de
produtos de cuidados pessoais e cosméticos, sendo utilizadas na industria cosmética

para a formulacéo de cremes dentais e protetores solares (Khan et al., 2016; Starnes
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et al., 2019). Na industria alimenticia, sdo empregadas para melhorar as embalagens
plasticas destinadas ao armazenamento de alimentos (Ismail et al., 2023; Wu et al.,
2021). Além disso, na industria farmacéutica e biomédica, elas séo utilizadas na
composicdo de medicamentos, mostrando potencial de acdo contra agentes
microbianos (Li et al., 2011). Além dessas aplica¢des, as hanoparticulas também séo
empregadas em células solares (Jeong; Kim; Park, 2006), sensores de gas (Xu et al.,
2000), dispositivos fotocataliticos, elétricos e 6ticos (Rekha et al., 2010), bem como
na formulacao de produtos téxteis e tintas (Ma et al., 2013; Motta et al., 2020).

A ampla utilizagdo das nanoparticulas de ZnO resulta em um aumento de sua
liberacao direta ou indireta no meio ambiente, especialmente em ambientes aquaticos.
Concentra¢cBes mais elevadas de nanoparticulas de ZnO no ambiente aquético do que
em outros ambientes tém sido identificadas, uma vez que esses ambientes
representam o destino final de véarias substancias (Bystrzejewska-Piotrowska et al.,
2009). Esse cenario gera preocupacfes quanto a interacdo das nanoparticulas de
ZnO com organismos vivos, particularmente aqueles encontrados em ambientes
aguaticos, uma vez que tém sido expostos a essas nanoparticulas manufaturadas
(Almansour et al., 2017; Ma et al., 2010).

Estudos tém sido conduzidos para investigar a toxicidade de NP ZnO em
organismos aquaticos, sugerindo que esses compostos podem afetar a sobrevivéncia,
0 crescimento, a reproducéo e o comportamento desses organismos (Falfushynska et
al., 2019; Noor et al., 2021; Wu et al., 2019; Zhang et al., 2019). Os principais
mecanismos de toxicidade propostos pela literatura séo: (1) os danos fisicos diretos
causados pelas NPs, devido a suas caracteristicas especificas; (2) a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que inibem enzimas antioxidantes e induzem
estresse oxidativo; e (3) a liberacédo de ions Zn?*, que perturbam a homeostase dos
sistemas (Bondarenko et al., 2016; Falfushynska et al., 2019; Feng et al., 2020;
Gubala et al., 2018; Serra et al., 2020; Wu et al., 2019; Zhang et al., 2019).

A toxicidade das NPs pode atingir diferentes magnitudes de complicagdes para
0S organismos aquaticos, ocasionando desde danos fisioldgicos até danos genéticos,
atingindo varios niveis biolégicos, como molecular, celular e sistémico (Gubala et al.,
2018). O estresse oxidativo, danos a membrana celular e ao envoltério nuclear, além
da ruptura de atividade metabdlica sdo apenas alguns mecanismos pelos quais as
NPs podem causar toxicidade (Li et al., 2020).

Estudos mostram que as NP ZnO apresentam danos significativos para os
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organismos aquaticos devido ao seu carater bioacumulador (Wu et al., 2022). Além
disso, podem induzir estresse oxidativo, danos em oOrgaos, mutagenicidade,
genotoxicidade, malformacdo e anormalidades morfolégicas em larvas de peixes,
entre outros tipos de danos (Cong et al., 2017; Hao; Chen, 2012; Kteeba et al., 2017;
Motta et al., 2020; Murthy et al., 2022). Esses estudos indicam que as NP ZnO podem
representar riscos para 0s organismos aquaticos. No entanto, € importante ressaltar
gue os efeitos toxicos podem variar dependendo da sua sintese e de suas condi¢cbes
especificas — como a concentracdo das nanoparticulas, a duracdo da exposicdo e as
caracteristicas do organismo em estudo — que devem ser consideradas para nao gerar
interpolacdo/extrapolacao referente aos riscos que a substancia pode gerar (McCarty
et al., 2020).

Nesse contexto, as nanoparticulas de ZnO sao consideradas como
contaminantes emergentes, devido ao aumento de seu uso e a falta de monitoramento
de sua presenca nos compartimentos ambientais (Gubala et al., 2018). No Brasil, elas
ainda ndo sado abordadas em legislacfes ambientais - essa lacuna é motivo de grande
preocupacao devido ao baixo indice de tratamento de efluentes, que representa o
principal fator de contaminacao das aguas nacionais (Disner, 2018).

2.4 DOPAGEM DE NANOPARTICULAS E ACAO BACTERICIDA DE NP ZnO

A dopagem intencional de NPs tem sido explorada com varios objetivos,
incluindo aplicagdes biomédicas, agricolas e de sensores, sendo descrita como “a
insercao intencional de elementos estranhos em uma rede cristalina vazia de outro
elemento para alterar suas propriedades” (Shenoy et al., 2022). E considerado um
meétodo padrdo utilizado para alterar as caracteristicas fisicas, quimicas, oticas,
elétricas e biolégicas das nanoparticulas, buscando melhorar seu desempenho em
aplicagbes especificas (Rekha et al., 2010).

De acordo com Freitas (2018), diversos metais podem ser utilizados como
dopantes, dentre os quais pode-se destacar o aluminio, prata, molibdénio, niquel,
galio, cobalto, cobre e elementos terras raras (Karthikeyan et al., 2019). Uma das
consequéncias da dopagem € a reducédo do band gap, que consiste na quantidade de
energia necessaria para a promoc¢ado do elétron a um nivel superior da banda de
valéncia (Raja et al., 2014, Freitas, 2018).

A dopagem das nanoparticulas tem sido explorada para adaptar as
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propriedades das nanoparticulas para atender a requisitos especificos de aplicagéo,
sendo que o mecanismo da dopagem depende do material e do tipo de substancia
introduzida. Suas aplicacdes consistem em: aumento da tolerancia ao estresse das
nanoparticulas de ferro na agricultura (Sharma et al.,, 2022); producdo de
semicondutores com altos graus de preciséo (Cho et al., 2017; Gong et al., 2018);
melhoramento da condutividade elétrica de polimeros condutores para o uso de
células solares, catalise, células de combustivel, entre outros (Wang et al., 2018). Na
medicina, nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas tém sido exploradas para uso
potencial na administracdo de medicamentos, geracdo de imagens e terapia contra o
cancer (Carofiglio et al., 2020).

As nanoparticulas de ZnO possuem atividade bactericida devido a sua
capacidade de gerar Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), resultantes da atividade
fotocatalitica que envolve a movimentacdo de elétrons na superficie dessas
nanoparticulas, as quais podem provocar a ruptura do envelope celular, aumento da
internalizacdo celular e danos mecanicos (Krél et al.,, 2017). No entanto, o
desempenho individual dessas particulas para aplicac6es especificas permanece
limitado. Como solu¢éo para essa limitacdo, a dopagem das nanoparticulas tem sido
explorada com o intuito de aprimorar suas caracteristicas para diferentes fins
(Sanchez-Lépez et al., 2022; Patrinoiu et al., 2019).

A dopagem das nanoparticulas com o elemento de terra rara Erbio (Er) tem
sido investigada como uma abordagem promissora para a melhoria das propriedades
das nanoparticulas, especialmente em relagdo ao possivel aumento da atividade

antimicrobiana (Ghanem et al., 2019; Sanchez-Lopez et al., 2022).

2.5 ECOTOXICOLOGIA AQUATICA E APLICACOES DE MODELOS IN VITRO

Considerando que o ecossistema aquatico é o principal destino final de NPs,
testes de toxicidade em organismos aquaticos tém sido amplamente utilizados para
compreender os impactos ecoldgicos de diferentes contaminantes (Bashir et al., 2020;
Klingelfus, 2019; Sedefo-Diaz; Lopez-Lopez, 2012). Os peixes merecem destaque
devido a sua ampla utilizagcdo como organismos modelo, sua representatividade
ecoldgica, sua posi¢do chave nas cadeias alimentares e sua sensibilidade a diversas
substancias (Mishra et al., 2005; Montanha, 2012). Por ocuparem diversos niveis da

cadeia tréfica, permitem uma maior compreensao dos efeitos toxicos das substancias
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ao longo da cadeia alimentar e suas potenciais consequéncias para a biodiversidade
e o funcionamento dos ecossistemas (Carvalho, 2009).

Como alternativa aos testes de toxicidade em peixes, 0 uso de linhagens
celulares de peixe (in vitro) tem sido amplamente utilizado em estudos
ecotoxicolégicos. Esse método apresenta grande relevancia no auxilio da
implementagdo do principio dos 3R’s de Russel e Burc (1959) — replacement,
reduction e refinement — na experimentacdo animal, sendo uma abordagem ética e
cientifica que visa reduzir, refinar e substituir o uso de animais em pesquisas
cientificas (OECD, 2012). Linhagens celulares derivadas de peixes sédo consideradas
modelos experimentais adequados para estudar a toxicidade de poluentes
ambientais, permitindo a compreensdo do mecanismo de ac¢do dos contaminantes a
nivel celular, sendo um teste delicado que fornece resultados rapidos, acessiveis e
eticamente elegiveis (Castano et al., 2003; Zegura; Filipic, 2019).

Tendo em vista as espécies utilizadas em estudos de ecotoxicologia, é
relevante a espécie Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris), sendo uma espécie com
bom grau de sensibilidade a diversos compostos. As linhagens celulares RTG-2,
obtidas a partir das gbnadas de uma truta arco-iris juvenil, e a linhagem RTgill-W1,
proveniente dos filamentos branquiais, sdo muito utilizadas em estudos
ecotoxicolégicos para prever a toxicidade em peixes (Fischer et al., 2019; Natsch et
al., 2018; Tanneberger et al., 2013).

No contexto de citotoxicidade in vitro, os testes séo realizados utilizando-se
uma ampla faixa de concentracdes crescentes da substancia, a fim de determinar a
resposta celular em relacdo a toxicidade. As pesquisas de citotoxicidade
recentemente obtiveram a regulamentacgéo validada pela OECD, para a linhagem
RTqill (rainbow trout guill) (OECD, 2021). Entretanto, para as linhagens RTG-2 néo
existem protocolos legitimados para sua utilizacdo, porém ja existem trabalhos que
utilizam adaptacdes dos protocolos da OECD (de Souza et al., 2023) para que seja

possivel trabalhar com essas diferentes linhagens.

2.6 BIOMARCADORES

Seguindo a World Health Organization (1996), os biomarcadores podem ser

definidos como qualquer substancia, produto de biotransformacdo, ou até mesmo
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alteracdes bioquimicas precoces, cuja determinacéo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou
ar exalado, avalie a intensidade da exposicdo e o0 risco a saude, auxiliando na
avaliacdo da qualidade de vida do organismo e fazendo inferéncias sobre 0 meio
ambiente. Esses indicadores biologicos fornecem informagdes sobre a exposicao a
agentes genotdxicos e 0os danos resultantes no material genético, sendo essenciais
para identificar, quantificar e monitorar os efeitos genotdxicos de substancias em
organismos (Amorim, 2003; WHO, 1993).

2.6.1 Biomarcadores Genotdxicos

A eletroforese de célula unica (Single Cell Gell Eletrophoresis - SCGE), mais
conhecida como Ensaio Cometa, € um dos biomarcadores mais amplamente
utilizados em estudos de genotoxicidade, para a avaliacdo de danos no DNA de
células individualizadas. Podendo ser aplicado em uma variedade de tipos de células
eucarioticas, tanto in vivo quanto in vitro (Azqueta; Dusinska, 2015; Ferraro et al.,
2004). E uma técnica extensamente utilizada e reconhecida para analisar lesées,
monitorar danos e detectar os efeitos de reparo no DNA em células individuais
expostas a agentes genotoxicos, fornecendo informacdes valiosas sobre o potencial
genotodxico de substancias quimicas, radiacdo e outros agentes ambientais (Cordelli
et al, 2021; Scherer; Strohschen, 2013).

2.6.2 Biomarcadores Citotoxicos

Tendo em vista que a OECD tem publicado diretrizes para varios métodos in
vivo validados e padronizados para ensaios de citotoxicidade, cobrindo diferentes
parametros que buscam avaliar a viabilidade do metabolismo celular, o Guideline
OECD (TG) N°. 249 permite a avaliacdo de trés parametros de viabilidade celular,
sendo elas Vermelho Neutro (VN), Resazurina (AlamarBlue™ - AB) e 5-
Carboxyfluorescein Diacetate, Acetoxymethyl Ester (CFDA-AM), para a determinagao
do valor de IC50. Esse indice representa a concentracdo da substancia testada que
tem capacidade de causar efeito citotoxico em 50% das células expostas, durante
determinado periodo. Assim, é possivel quantificar a eficacia da substancia em inibir
o crescimento celular ou induzir a morte celular (OECD, 2021).

O indicador Vermelho Neutro tem como medida a atividade lisossomal e
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consequente viabilidade celular, sendo esse ensaio baseado na absor¢ao do corante
VN e internalizacdo em lisossomos por células vivas, aferindo a permanéncia do
corante através da absorbéncia (Repetto et al.,, 2008). O ensaio da resazurina
(AlamarBlue™), indicador de 6xido-reducéo, se baseia na conversdo da resazurina
em resorufina, através de oxidorredutases mitocondriais, onde em células tratadas
com substancias que prejudiqguem o metabolismo ndo ocorrera a conversdao da
resafurina, sendo aferido pelas leituras de absorbancia (O’Brien et al., 2000; OECD,
2021). O indicador CFDA, € um substrato de esterase que atua na avaliacdo da
integridade da membrana celular, se baseando na fluorescéncia emitida pelo corante
para medir se ocorreu a retenc¢ao intracelular adequada de seu produto fluorescente,

ou se ocorreu alguma perturbacédo na membrana plasmatica (OECD, 2021).

3 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular pertencente a espécie
Oncorynchus mykiss (truta arco-iris), conhecida popularmente como RTG-2 (ECACC
90102529), proveniente do tecido das gbnadas de uma truta arco-iris saudavel. Esta
linhagem foi fornecida pela University of Washington, em parceria com a Prof2. Daniela
Leme, do laboratério de Ecotoxicologia in vitro da Universidade Federal do Parana.

Durante a pesquisa, a linhagem passou por um procedimento de cultivo
rotineiro, abrangendo as etapas de descongelamento, subcultivo, plagueamento e
exposicdo, para posterior avaliacdo nos testes citotoxicos e genotoxicos. Os
protocolos de experimentos com RTG-2 seguiram a padronizagédo da OECD (OECD,
2021), com modificacbes de Souza et al. (2023). Sendo o experimento realizado em

triplicata.

3.1 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

As nanoparticulas de ZnO foram fornecidas pelo Prof. Dr. Ney Pereira Mattoso
Filho do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Parana. Estas NP ZnO
(ndo dopadas e dopadas com Er), foram produzidas através do método sol-gel em

sistema aberto.
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As NP ZnO sintetizadas possuiam forma hexagonal cristalina, seu tamanho
aproximado se deu no intervalo de 28 £1 nm. O material era composto por 41 + 3 %
de zinco e 59 + 5 % de oxigénio, ja 0o material dopado continha as concentracao de
zinco de de 47 + 2 %, de oxigénio de 52 + 3 %, e de érbio 2%.

3.2 CULTIVO DA LINHAGEM RTG-2

As células RTG-2 sdo cultivadas em meio de cultura Leibovitz-15 (L-15)
completo, suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% de Penstrep
(penicilina 1 pg/mL, estreptomicina 1 pg/mL).

3.2.1 Descongelamento

As células estoque foram conservadas em nitrogénio liquido, sendo realizado
0 processo de descongelamento para sua utilizacdo. Esse processo foi feito
rapidamente, ndo excedendo mais que 5 minutos, em prol de ndo prejudicar a
viabilidade celular, evitando a formacdo de cristais de gelo no interior das células
(Freshney, 2010).

O vial foi retirado do nitrogénio liquido e aquecido rapidamente em banho-maria
a 22°C, até que as células estivessem descongeladas. Em seguida, o conteddo do
vial foi transferido para um tubo de 15 mL, contendo 9 mL de meio L-15 completo,
previamente estabilizado em incubadora do tipo BOD (20°C). Essa transferéncia foi
realizada vagarosamente, iniciando por gotejamento e aumentando gradativamente a
velocidade de adicdo ao meio, para que néo ocorresse choque osmético nas células.
O conteudo do tubo foi homogeneizado e o tubo foi centrifugado durante 5 minutos, a
1500 rpm. Apd6s o tempo de centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 1 mL de meio completo.

A suspensdo de células obtida (1 mL - 1x10° células) foi semeada em garrafa
de cultivo de 75 cm?, contendo 14 mL de meio completo L-15. O frasco de cultivo foi
mantido incubado a 22 °C, em BOD, para crescimento da cultura até que se atingisse

a confluéncia ideal para o subcultivo.
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3.2.2 Subcultivo

O crescimento das células foi acompanhado até se verificar visualmente uma
confluéncia de aproximadamente 80%, a qual foi atingida cerca de uma semana apos
o0 descongelamento. Nesse momento, o subcultivo foi realizado para evitar o
crescimento excessivo das células na garrafa de cultivo, a qual pode provocar
alteracdes na morfologia das células, devido a inibicdo de crescimento por contato
entre as células.

Primeiramente, o meio de cultivo completo L-15 consumido foi descartado e a
garrafa de cultivo foi lavada com solucao tampéo fosfato-salina (Phosphate Buffered
Saline, PBS), mantendo o pH da solucdo em torno de 7. Em seguida, foi adicionada a
enzima tripsina 1x concentrada (0,05%) para dissociar as células aderentes na
superficie da garrafa de cultivo, através da quebra das proteinas de membrana, sendo
o frasco incubado durante 4-5 minutos a 22°C.

Decorrido o tempo de incubacao, a tripsina foi inativada imediatamente com a
adicdo de meio completo contendo SBF. Em seguida, o contetdo do frasco de cultivo
foi transferido para um tubo de 15 mL, sendo centrifugado a 1500 rpm, durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio
completo L-15. Por fim, as células foram semeadas em uma nova garrafa de cultivo
de maior area, de 175 cm? (T175), contendo 30 mL de meio completo, a qual foi
incubada a 22°C na BOD.

3.3 PLAQUEAMENTO

Quando verificada uma confluéncia de 100% na garrafa T175, as células foram
plaqueadas, de modo que cada garrafa foi utilizada para obtencéo de duas placas. O
plagueamento ocorreu nas placas de 96 pocos (densidade celular de 2x10* células
por poco) e 24 pocos (densidade celular de 7x10* células por poco), destinadas aos
testes de citotoxicidade e genotoxicidade, respectivamente.

Foram seguidos os procedimentos de subcultivo apresentados anteriormente
(tem 3.2.2). No entanto, apO6s processo de centrifugacdo, as células foram
contabilizadas na Camara de Neubauer. Para determinacdo da quantidade de células
presentes na suspensao celular, uma aliquota de 10 pL foi coletada e adicionada a

um microtubo, sendo corada com 10 pL de Trypan blue. Em seguida, 10 yL dessa



26

solugédo foram adicionados a Camara de Neubauer, onde foram contabilizadas as
células do quadrante central, sendo determinadas a quantidade de células totais
presentes na amostra para o plagueamento (Equacao 1). Dessa maneira, na placa de
96 pocos foram depositadas 20 mil células por poco, enquanto na placa de 24 pocos
foram depositadas 70 mil células por poco. As placas foram mantidas em processo de

estabilizacdo em incubadora BOD por até 48 horas, a 20°C.

EQUACAO 1 - EQUACAO DE CONTABILIZAGCAO TOTAL DE CELULAS NA SOLUCAO

N° total de células = N°de células contabilizadas x 10* x fator de diluicdo

3.4 EXPOSICAO AOS CONTAMINANTES

Passado o tempo ideal de estabilizacdo das placas, ocorreu a exposi¢cdo aos
contaminantes. A determinacdo do intervalo de concentracdes utilizado foi
fundamentada nos estudos de Bondarenko et al. (2016), Dasari et al. (2013),
Dobretsov et al. (2020), Feng et al. (2020), Schiavo et al. (2018), Wu et al. (2019),
onde a concentracdo de NP ZnO variou de 0,1 até 100 pg/mL.

Desta maneira, primeiramente as NP ZnO e NP ZnO-Er foram diluidas em meio
L-15/ex (meio de exposicdo sem proteinas) (testes citotoxicos) ou meio L-15 completo
(testes genotdxicos), e homogeneizadas em banho ultrassénico por 30 minutos. As
concentracOes utilizadas foram: 0,4; 4; 20; 40; 60; 80; 100 e 400 pg/mL, sendo
expostas posteriormente ao banho ultrassonico. Essas concentragbes utilizadas
concordam com o apresentado na literatura, onde estas nanoparticulas mostraram
atividade antibidtica combatendo tanto bactérias gram-negativas quanto gram-
positivas.

Para realizar a exposi¢do, cada placa foi distribuida da seguinte forma: 1) A
placa de citotoxicidade foi dividida em seis pog¢os para cada concentracdo do
contaminante, seis poc¢os para controle negativo (somente meio L-15 ex), trés pogos
para controle positivo (Triton x-100) e trés pocos para branco (auséncia de células)
(Figura 1).
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FIGURA 1 - DESENHO EXPERIMENTAL UTILIZADO NA PLACA DE CITOTOXICIDADE
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FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: CP=triton x-100; CN=meio L-15/ex; C1=.400 pg/mL; C2=100 pg/mL; C3=80 pg/mL; C4=
60 pg/mL; C5=40 pg/mL; C6=20 pg/mL; C7=4 pg/mL; C8= 0,4 ug/mL. Os pocos sem identificacdo
foram expostos com apenas meio L-15/ex.

2) A placa de genotoxicidade seguiu a distribuicdo de trés pogos para cada
concentracao, trés pog¢os para controle negativo e trés pocos para controle positivo
(MMS - Metil-metanosulfonato [ImM]) (Figura 2).

FIGURA 2 — DESENHO EXPERIMENTAL UTILIZADO NA PLACA DE GENOTOXICIDADE

FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: CN= meio L-15 completo; CP= MMS; C1=80 pg/mL; C2= 60 pg/mL; C3=40 pg/mL;
C4=20 pg/mL; C5=4 pg/mL; C6= 0,4 pg/mL.

Para o teste de genotoxicidade as duas maiores concentracbes (100 e 400
png/mL) ndo foram utilizadas por conta de serem comprovadamente citotoxicas por
estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa (dados nao publicados)
(grupo de pesquisa de Citogenética e Mutagénese em Peixes). No procedimento, o
meio L-15 completo foi removido de cada poc¢o, sendo executada uma lavagem com
PBS imediatamente antes da exposi¢cao. Apos esse procedimento, cada po¢o recebeu
sua solucao correspondente, sendo adicionados 100 pL em cada poc¢o da placa de 96
pocos (L-1ex) e 500 uL em cada poco da placa de 24 pocos (L-15). As placas foram

incubadas por 24 horas a 20°C, sendo cobertas com aluminio para manter a condi¢ao
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de escuro.

3.5 TESTES DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

3.5.1 Testes de Citotoxicidade

Para a avaliacdo da viabilidade celular apos a exposicao as NP ZnO e NP ZnO-
Er, foram aplicados trés indicadores fluorescentes: AlamarBlue™, CFDA e Vermelho
Neutro. Esses testes foram conduzidos seguindo o protocolo disponibilizado pela
OECD guideline n® 249 (OECD, 2021) com adaptacdes (de Souza et al., 2023). Esses
testes foram utilizados com o objetivo de determinar a IC50, que representa a
concentracdo da substancia em estudo que causa um efeito citotoxico em 50% das
células expostas durante 24 horas..

ApOs o tempo de exposicao, as células foram lavadas com PBS 1x e incubadas
com solucdo AlamarBlue/CFDA (100 pL/poco) por 30 min. A leitura das absorbéancias
foi realizada em leitor de microplacas nos comprimentos de onda de 530 e 493 nm.
Em seguida, a solucdo dos pocos foi descartada e as células foram incubadas com
solucéo de Vermelho Neutro (100 uL/poco), durante 3 horas. Apds o tempo decorrido,
foi realizada uma lavagem com PBS e a placa foi incubada com solucéo de extracéo
por 10 min (150 pL/pogo), sendo homogeneizada levemente em shaker, na auséncia
de luz. A leitura de absorbancia foi realizada com comprimento de onda de 540 nm.

3.5.2 Testes Genotdxicos

A genotoxicidade do contaminante foi analisada através do Ensaio Cometa
Alcalino. O ensaio foi conduzido a partir da metodologia proposta por Singh et al.
(1988), com modificacdes (Almeida et al., 2023).

Como primeira etapa, as solu¢gdes de contaminante foram removidas e cada
poco foi lavado com 1 mL de PBS 1x. A suspensao celular necessaria foi obtida
atraveés da tripsinizacao da placa de 24 pocos (500 pL/poc¢o), sendo inativada com
meio L-15 completo (500 pL/poc¢o), onde cada pogo foi ressuspendido vagarosamente
vérias vezes. As amostras de cada pog¢o foram coletadas e depositadas em seus
respectivos microtubos (1,5 mL), devidamente identificados, que passaram por uma

centrifugacédo a 1500 rpm, durante 5 minutos. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante
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foi descartado e o pellet foi ressuspendido com aproximadamente 150 pL de agarose
LMP (low melting point agarose, 0,5%) para a montagem das laminas em duplicata
para cada respectivo poco. Foram adicionados 100 pL do conteudo restante em cada
lamina, que for cobertas por laminulas e armazenadas em refrigeragdo por 10
minutos.

Decorrido o tempo de refrigeracéo, as laminulas foram removidas e as laminas
mantidas imersas em solucéo de lise (10 mM Tris; 100 mM acido etileno diamino tetra
acético (EDTA), 2,5 M cloreto de sédio (NaCl); dimetilsulféxido (DMSO) 10%, pH>10)
durante 12 horas, a 4 °C. Decorrido o tempo de lise, as laminas foram retiradas da
solucéo de lise e acondicionadas em cubas de eletroforese, sendo estabilizadas em
tampéao alcalino de eletroforese (300 mM hidroxido de sddio (NaOH); 1 M EDTA,;
pH>13), por um periodo de 25 minutos. Em seguida, ocorreu a corrida eletroforética
por 25 minutos a 300 mA, 1V/cm e a 4°C.

ApoOs a corrida eletroforética, as laminas foram neutralizadas com solucéo de
neutralizacéo (0,4 M Tris; pH 7,5), por 3 vezes durante 5 minutos, sendo fixadas em
etanol absoluto por 5 minutos, apés sua secagem ao ar. Para a analise, as laminas
foram coradas com 25 pL de brometo de etidio, sendo imediatamente recobertas com
laminula e analisadas no microscopio de epifluorescéncia (Leica) 400x.

A analise se deu por teste cego de 100 nucledides por lamina, sendo seguida
a classificacao proposta por Collins et al. (1997) (Figura 3). A classificacdo se baseia
na migragao dos fragmentos de DNA, dividindo os danos em classes de 0 a 4, sendo:
0 (nenhum dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano moderado), 3 (dano extenso)
e 4 (dano maximo). Apds a contagem, escores foram aplicados a cada lamina para

posterior andlise estatistica.

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DA CLASSIFICACAO DE DANO AOS NUCLEOIDES

FONTE: Klingelfus (2013).
LEGENDA: Dano 0 = nenhum dano aparente; Dano 1 = dano pequeno; Dano 2 = dano moderado;
Dano 3 = dano extenso; Dano 4 = dano méximo.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica de ambos os testes de citotoxicidade e genotoxicidade,

foi utilizado o pacote estatistico GraphPad Prism m® 6.00(Trial).

3.6.1 Testes de citotoxicidade

Para os testes de citotoxicidade, os dados de viabilidade foram primeiramente
transformados em log (X=log(X)) para obtencdo da curva de viabilidade. Em seguida,
os dados foram analisados a partir de uma regressao nao-linear, para que os valores
de IC50 pudessem ser obtidos. Os valores de IC50 obtidos foram novamente

transformados para que se obtivesse a real concentracdo em pg/mL.

3.6.2 Testes de genotoxicidade

Para avaliar a genotoxicidade, os dados foram inicialmente verificados quanto
a normalidade por meio dos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Para
mitigar possiveis influéncias de valores atipicos, outliers foram excluidos sempre que
sua presenca resultou em p-values inferiores a 0,01. Em seguida, os dados foram
submetidos novamente aos testes de normalidade. Caso as distribuicdes nao
atendessem aos pressupostos paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis foi empregado,
seguido pelo teste de Dunn para compara¢des multiplas. Em contrapartida, quando
as distribuicdes foram consideradas paramétricas, o teste de ANOVA foi aplicado,
seguido pelo teste de Dunnett para analises post-hoc.

Ao comparar as hanoparticulas dopadas e ndo dopadas, a analise foi realizada
da mesma forma, considerando a exclusdo de outliers antes dos testes de
normalidade. Posteriormente, nos casos em que as distribuicdes permitiram
abordagens paramétricas, o teste t de Student foi empregado. Para situacdes nao
paramétricas foi adotado o teste de Mann-Whitney. Ambos os testes foram conduzidos
de forma unicaudal, conforme a natureza das comparacdes realizadas. E relevante
ressaltar que diferencas significativas entre as comparacoes foram consideradas
apenas quando os valores de p foram inferiores a 0,05, indicando um nivel aceitavel

de significancia estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTES DE CITOTOXICIDADE

Para os testes citotoxicos do tratamento com as NP ZnO-Er foram obtidas trés
replicatas para cada indicador de viabilidade analisado (AlamarBlue™, CFDA-AM e
Vermelho Neutro).

Todos os endpoints analisados diminuiram em concentracfes superiores a 20
pg/mL. As replicatas de funcdo mitocondrial (AB) e de integridade da membrana
celular (CFDA-AM) resultaram em uma IC50 de 22,07 pg/mL (Figura 4) e 22,17 pg/mL
(Figura 5), respectivamente.

FIGURA 4 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
ALAMARBLUE, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO(Er)
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2
J

100

50+

Viabilidade (fluorescéncia)

I- 1 1 L
20 40 60 80100 400

-

04
Concentracao (pg/mL)
FONTE: A Autora (2023).

LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (22,07 ug/mL), determinado através do teste de
citotoxicidade CFDA-AM, por regressdo ndo-linear.
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FIGURA 5 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
CFDA-AM, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO(Er)

CFDA-AM NP ZnO-Er
IC50 = 22,17 pg/mL
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FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (22,17 ug/mL), determinado através do teste de
citotoxicidade CFDA-AM, por regressdo ndo-linear.
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Em relacéo as replicatas para o endpoint de atividade lisossomal (VN), estas
resultaram em uma IC50 maior de 51,42 pug/mL (Figura 6), com maiores desvios-

padrdes entre os resultados.

FIGURA 6 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
VERMELHO NEUTRO, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO(Er)

VERMELHO NEUTRO NP ZnO-Er
IC50 = 51,42 pg/mL
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FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (51,42 ug/mL) determinado através do teste de
citotoxicidade Vermelho Neutro, por regresséo néo-linear.

-

04

Em relagdo as respostas celulares, no tratamento com as NP ZnO foram
obtidas apenas duas replicatas confiaveis para os indicadores AlamarBlue, CFDA-AM
e Vermelho Neutro.

Nas analises de AB e CFDA foi possivel observar que a funcdo mitocondrial e
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a integridade da membrana celular diminuiram em concentragdes superiores a
60 pug/mL, sendo um valor duas vezes maior do que para as nanoparticulas dopadas.
Resultando em valores de IC50 maiores, sendo eles 113,03 ug/mL (Figura 7) e 105,15
pg/mL (Figura 8), para AB e CFDA-AM, respectivamente.

FIGURA 7 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
ALAMARBLUE, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO
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FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (113,03 pg/mL), determinado através do teste de
citotoxicidade Alamarblue, por regresséo néo-linear.

S

04

FIGURA 8 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
CFDA-AM, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO
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FONTE: A Autora (2023).

LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (105,15 pg/mL), determinado através do teste de
citotoxicidade CFDA-AM, por regressdo ndo-linear.
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Para os resultados de VN, apesar da atividade lisossomal seguir um padréo de

diminuicAo da atividade semelhante aos outros indicadores diminuindo em
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concentracdes superiores a 60 pg/mL, o valor de IC50 foi menor (76,07 pug/mL). Para
esse endpoint, o resultado foi o contrario do observado para as NP ZnO-Er, onde teve

um IC50 superior em relacéo aos outros indicadores analisados.

FIGURA 9 — VIABILIDADE CELULAR OBTIDA UTILIZANDO O INDICADOR DE CITOTOXICIDADE
VERMELHO NEUTRO, EM LINHAGEM RTG-2, APOS EXPOSICAO A NP ZnO
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FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: Linha tracejada indica o valor IC50 (76,97 ug/mL) determinado através do teste de
citotoxicidade Vermelho Neutro, por regresséo néo-linear.
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Logo, os resultados demonstram uma maior citotoxicidade para as NP ZnO-Er.
De modo que, para o intervalo de concentracdo testado (0,4 a 400 pug/mL), temos
como valores de IC50 conservadores de 22,07 ug/mL para as NP ZnO-Er e 76,97
pHg/mL para as NP ZnO.

4.2 TESTES DE GENOTOXICIDADE

Para ambos os tratamentos (NP ZnO e NP ZnO-Er) foram observados danos
significativos (p<0.05) ao DNA na linhagem RTG-2 para todas as concentragdes
utilizadas, quando comparada ao controle negativo (CN) (Figura 10). Mostrando a
presenca de danos genotoxicos na linhagem celular RTG-2, quando exposta a essas

nanoparticulas.



FIGURA 10 — ANALISE DE GENOTOXICIDADE PARA NP ZnO e NP ZnO-Er
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FONTE: A Autora (2023).
LEGENDA: Danos ao DNA em linhagem RTG-2 via ensaio cometa. (A) Andalise do tratamento com

NP ZnO-Er e (B) Analise do tratamento com NP ZnO. Asterisco (*) indica diferenca estatistica
(p<0,05) em relag&o ao controle negativo, através do teste de Kruskal-Wallis com pos teste

de Dunn (NP ZnO-Er) e através ANOVA (NP ZnO). Letras diferentes (a e b) indicam diferenca

estatistica (p<0,05) entre os tratamentos, para concentracéo de 80 pg/mL.
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A analise comparativa entre os tratamentos indicou diferenca significativa

(p<0,05) apenas para a concentracdo mais alta (80 pg/mL), onde as nanoparticulas

dopadas com Er indicaram uma genotoxicidade superior, quando comparada com as
nao dopadas (p < 0,01) (Figura 11).

FIGURA 11 — ANALISE COMPARATIVA DE GENOTOXICIDADE ENTRE NP ZnO E NP ZnO-Er,

LEGENDA: Danos ao DNA na concentracdo de 80 pug/mL, em linhagem RTG-2 via ensaio cometa,
comparativamente para os tratamentos com dopagem e sem dopagem. O asterisco (*) indica
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em relacdo aos tratamentos, e (**) indica diferenca
estatistica significativa de p < 0.01, através do Kolmogorov-Smirnov, seguido de t-student.
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5 DISCUSSAO

5.1 TESTES DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade das NP ZnO foi observada em diferentes linhagens celulares,
como linhagens de mamiferos (MCF, HelLa, GC-1, HepG2) e de peixes (RTG-2, RTH-
149 and RTL-W1), sendo a toxicidade desses compostos atribuida principalmente a
sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) e induzir a morte
celular (Li et al., 2020). As EROS sdo moléculas quimicamente reativas contendo
oxigénio, podendo ser geradas pela exposicdo a estressores ambientais. Essas
moléculas podem causar danos oxidativos a componentes celulares, como lipidios,
proteinas e DNA, levando a morte celular e danos aos tecidos (Silva; Gongalves,
2010).

Neste trabalho foi observado uma diminuicdo da viabilidade celular a medida
gue a concentracdo aplicada de NP ZnO aumentava, para ambos 0s tratamentos,
sendo que as curvas de viabilidade celular comec¢aram a apresentar decréscimo entre
as concentracdes de 4 pg/mL e 20 pg/mL, de forma menos acentuada nas NPs néo
dopadas. Tais resultados foram observados de forma similar em diferentes estudos
(Fernandez et al., 2013; Sanchez-Argiello et al., 2023).

No estudo de Fernandez et al. (2013), foram analisadas as respostas celulares
induzidas por NP ZnO em células RTG-2, avaliando a citotoxicidade dessas
substancias a partir de ensaios como AB, CFDA-AM e MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-brometo de difeniltetrazolio). Embora os autores ndo tenham fornecido um valor
de IC50, as curvas de citotoxicidade em resposta as NP ZnO demonstraram uma
relacdo dose-dependente, revelando significancia estatistica (p<0,05) para
concentragdes de 6,25 pg/mL e acima (concentracfes usadas na faixa de 0.78 a 25
pug/ml), apos 24 horas de exposicdo em RTG-2 — sendo similar aos resultados obtidos
no presente trabalho. Visto que é possivel observar nas Figuras 1, 2 e 3, a diminui¢éo
da viabilidade celular a partir das concentra¢des de 4 e 20 ug/mL, sendo similares as
concentracOes utilizadas pelos autores.

Os resultados do estudo de Fernandez et al. (2013) sugerem que a
citotoxicidade das NP ZnO pode ser atribuida a libera¢éo de ions zinco provenientes
das NPs assim como a citotoxicidade intrinseca. Segundo o0s autores, essas

nanoparticulas demonstraram capacidade de induzir formacédo de espécies reativas
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de oxigénio (EROs). Com a liberacdo dessas EROS, houve alteracéo na atividade
enzimatica de estresse oxidativo, inducéo significativa da atividade de Glutationa S-
transferase (GST). Ao mesmo tempo em que esses compostos reduziam a atividade
da enzima [-galactosidase (B-gal), comprometiam a funcdo mitocondrial (MTT),
diminuiram a atividade da enzima redutase (AB) e o conteudo total de glutationa
celular (tGSH). De modo que as NP ZnO induziram estresse oxidativo de maneira
proporcional a dose administrada (Fernandez et al., 2013).

Complementarmente aos resultados observados no trabalho de Fernandez et
al. (2013), no estudo de Sanchez-Arguello et al. (2023), foram analisados os efeitos
de exposicdes Unicas e combinadas de NPs de ZnO e clorpirifés (CPF) em RTG-2,
através de endpoints celulares, incluindo viabilidade celular e vermelho neutro. Os
principais resultados de citotoxicidade de NP ZnO mostraram um aumento dose
dependente na geracdo de EROs em linhagens celulares de peixes nas
concentracfes de 10, 25, 50 e 100 mg/L, sendo que a menor concentracdo analisada
(10 mg/L) ndo mostrou toxicidade para a maioria dos parametros medidos, enquanto
a concentracdo mais elevada (100 mg/L) alterou todos os diferentes endpoints
celulares.

Em relacdo as analises com as NP ZnO(Er), essas tiveram resultados
semelhantes aos mostrados anteriormente para as NP ZnO nao dopadas. De modo
que, é possivel demonstrar que ha diminuicao da viabilidade celular, relacionada com
0 aumento da concentracdo administrada das nanopatrticulas.

As NP ZnO(Er) apresentaram valores de IC50 superiores aos das NP ZnO.
Considerando o significado de IC50 como “a concentracdo de uma substancia
necessaria para reduzir uma atividade biolégica especifica em 50%” (Sebaugh, 2011;
OECD, 2021; OECD, 2012), quanto menor o valor de IC50, mais eficiente é a
substancia analisada. Logo, na analise apresentada neste estudo, as NP ZnO(Er)
apresentaram um potencial citotoxico superior ao observado para as NP ZnO.

O aumento da citotoxicidade ap0s exposi¢cdo a nanoparticulas dopadas foi
observado anteriormente no estudo de Al-Enazi et al. (2023), onde NP ZnO foram
dopadas com o elemento Cobalto (Co) (NP ZnO (Co)), e testadas em linhagem celular
de cancer de mama MCF. Neste estudo, os autores observaram um aumento de
toxicidade das nanoparticulas dopadas com Co, em comparagdo com nanoparticulas
nao dopadas. Uma vez que a dopagem levou a diminuicdo do tamanho das NP ZnO,

0 que pode garantir melhor penetracéo e solubilidade desse composto, aumentando
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sua toxicidade. Nos resultados obtidos pelos autores foram encontrados valores de
IC50 de 100 pg/mL para NP ZnO, enquanto o valor de IC50 para NP ZnO (Co) diminuiu
significativamente para 50 ug/mL.

No que diz respeito a atividade bactericida das NP ZnO, no estudo de Sanchez-
Lépez et al. (2022), a atividade antimicrobiana das NP ZnO-Er aumentou
significativamente em comparacédo com NP ZnO nao dopadas. Considerando que uma
das maneiras em que as nanoparticulas podem exercer atividade antimicrobiana em
bactérias inclua a geracédo de EROs, de modo que as EROs geradas podem danificar
a membrana celular bacteriana e as proteinas intracelulares, levando a morte celular,
€ possivel que a citotoxicidade maior das NPs dopadas seja gracas ao possivel
aumento na geracdo de EROs nas células, aumentando o estresse oxidativo e

consequentemente, levando a morte celular.

5.2 TESTES DE GENOTOXICIDADE

Embora a literatura descreva a avaliagdo genotdxica de diferentes
nanoparticulas por meio do ensaio cometa (Disner, 2018; Klingelfus et al., 2017;
Klingelfus et al., 2019; Vicari et al., 2018), a maioria dos estudos in vitro que investigam
os danos genotéxicos de NP ZnO concentram-se em linhagens celulares de
mamiferos. Assim, ha uma lacuna nos estudos envolvendo a avaliacdo de danos
genotoxicos de NP ZnO em linhagens celulares de peixe.

Apesar da existéncia de lacunas nos estudos que envolvem a linhagem celular
de peixe RTG-2 e outras, ha pesquisas cujos resultados foram significativos,
evidenciando a genotoxicidade das NP ZnO em linhagens celulares de mamiferos
(Guan et al., 2012; Zijno et al., 2015).

O estudo realizado por Guan et al. (2012) investigou a genotoxicidade das NP
ZnO em hepatécitos humanos e células renais embrionérias, utilizando o Ensaio
Cometa. Os resultados revelaram um aumento significativo na extensao dos danos
em ambas as linhagens celulares, indicando uma relacdo dose-dependente no
aumento do dano ao DNA. Em hepatdécitos (L02), foi observado um efeito significativo
nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 pg/mL apos 24 horas de exposi¢cdo. Nas
células renais embrionarias (HEK293), o aumento do dano ao DNA foi inicialmente
percebido nas concentragcées de 50, 75 e 100 uyg/mL apds 4 horas, tornando-se

significativo em todas as concentracfes utilizadas ap0s 24 horas de exposicdo. Em
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ambos os tipos celulares, ficou evidente uma clara dependéncia da dose em relagéo
ao aumento do dano ao DNA.

O resultado dose-dependente na genotoxicidade causada pelas NP ZnO
também foi observado no estudo de Zijno et al. (2015), ao avaliarem o potencial
genotoxico de NP ZnO em células carcinoma do co6lon humano (Caco-2). Apés
exposicdo de 1, 2, 5, 10 e 20 Ig/cm? (correspondente a 6,4 - 128,0 ug/ml) o protocolo
do ensaio cometa alcalino foi realizado com algumas modifica¢des, sendo combinado
com enzimas Fpg e Endo Ill. Os resultados relatados mostraram um aumento
dependente da dose nos danos no DNA causados por NP ZnO, sendo o nivel mais
alto de genotoxicidade observado apés 2 e 4 horas, diminuindo lentamente apds 24
horas.

O potencial genotdéxico de NP ZnO foi observado em diferentes estudos,
causando danos ao DNA nas células do sangue periférico e da medula 6ssea (Pati et
al., 2016), nas células de linfoblastéide humana Tk6 (Demir et al., 2014a), nas células
humanas de carcinoma laringeo Hep-2 (Osman et al., 2010), em leucadcitos salivares
(Valdiglesias et al., 2021), em células epidérmicas humanas (Sharma et al., 2009), e
em fibroblastos embrionarios de camundongos (Demir et al., 2014b). Todos esses
estudos abordaram a genotoxicidade das NP ZnO em concentracdes semelhantes as
empregadas no presente trabalho.

Em relacdo as NP ZnO-Er, ndo existem estudos que investigam a
genotoxicidade de nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas com outros materiais em
linhagens celulares, utilizando o ensaio cometa. Porém, considerando novamente o
aumento na geracdo de EROs nas células, causado pela inducédo de dopagem das
nanoparticulas, a produgdo de EROs e o dano oxidativo sdo considerados o0s
principais mecanismos responsaveis pela genotoxicidade induzida por nanoparticulas
de oxidos metalicos (Donaldson et al., 2010). Dessa maneira, a indu¢ao de danos ao
DNA por estresse oxidativo, causada por NP ZnO, tem sido indicada por varios
estudos (Guan et al., 2012; Hackenberg et al., 2011; Sharma et al., 2009; Sharma et
al., 2012).

Logo, o aumento na genotoxicidade observado na concentracdo mais elevada
das NP ZnO-Er (80 pug/mL), pode ter ocorrido devido a um aumento da producéo de
EROs, que levam a uma maior taxa de estresse oxidativo nas células, aumentando a
geracdo de danos ao DNA.

Além disso, apesar da significancia dos resultados de genotoxicidade para
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todas as concentracOes testadas, € relevante ponderar sobre a capacidade das
nanoparticulas de aderir ao DNA, o que pode induzir a ocorréncia de falsos negativos.
Esta situacdo foi evidenciada no estudo de Klingelfus et al. (2019), em que
nanoparticulas de prata causaram crosslink (ligacdo entre DNA e proteina) no DNA
da linhagem celular RTG-2, resultando em falsos negativos no Ensaio Cometa. Assim,
considerar a aplicacdo do Ensaio Cometa oxidativo, uma variacdo da técnica
convencional, torna-se interessante, pois isso permitiria a deteccdo de possiveis
falsos negativos relacionados as NP ZnO, potencialmente revelando danos no DNA

ainda mais substanciais do que os observados.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Gracgas ao avanc¢o da nanotecnologia e aumento na producao de NPs, se torna
necessario o crescimento de estudos que analisam o impacto dessas substancias nos
ecossistemas, principalmente no ecossistema aquatico. Este trabalho destacou o uso
de nanoparticulas de o6xido de zinco, amplamente utilizadas em diversos ramos
industriais, e seu potencial toxicolégico. Sendo realizada a avaliacdo citotoxica e
genotoxica dessas NPs, dopadas e ndo dopadas com o elemento terra rara Erbio
baseadas em concentra¢des bactericidas na linhagem celular RTG-2.

Os resultados citotoxicos indicaram uma diminuicdo na viabilidade celular, em
todos os endpoints analisados, para ambas as nanoparticulas. Sendo observado um
aumento da citotoxicidade com o0 aumento da concentragéo.

Além disso, a anélise das NP ZnO-Er revelou uma citotoxicidade ainda mais
pronunciada, indicada por valores de IC50 inferiores aos das particulas ndo dopadas.
Isso sugere um potencial citotoxico amplificado com a introdu¢éo do Er nas NP ZnO,
possivelmente relacionado a um aumento na geragao de EROs.

Os resultados de genotoxicidade mostraram a presenca de danos genotoxicos
expressivos (p < 0.05) no DNA na linhagem RTG-2, em todas as concentragfes
testadas, para ambos os tratamentos de nanoparticulas.

O aumento da genotoxicidade em NP ZnO-Er quando comparadas a NP ZnO,
apresentada na maior concentragao analisada (80 pg/ml), pode ser explicada por um
aumento na inducédo de danos ao DNA por estresse oxidativo, relacionada a maior
geracéo de EROs pelas NPs dopadas.

Este estudo contribui para a compreensdo dos mecanismos de citotoxicidade
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das nanoparticulas de ZnO n&o dopadas e dopadas, ressaltando a complexidade das
interacOes entre nanoparticulas de ZnO e células, e para o avanco do conhecimento
na area da nanotecnologia. Destaca-se a necessidade do desenvolvimento continuo
de trabalhos que contribuam para o conhecimento referente a toxicidade dessas
nanoparticulas, especialmente devido a lacuna existente em pesquisas envolvendo
linhagens celulares de peixes, sendo essencial para maximizar os beneficios e
minimizar 0s riscos associados ao seu uso, impulsionando o progresso da

nanotecnologia e suas aplicacdes futuras.
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