. UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
~ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGCAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

Auséncia da atividade mutagénica de nanotubos de
carbono de paredes multiplas, funcionalizados, em
células somaticas de Drosophila melanogaster

Aluna: Nayane Moreira Machado

Orientador: Prof. Dr. Julio César Nepomuceno

UBERLANDIA - MG
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

' _ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

Auséncia da atividade mutagénica de nanotubos de
carbono de paredes multiplas, funcionalizados, em
células somaticas de Drosophila melanogaster

Aluna: Nayane Moreira Machado

Orientador: Prof. Dr. Julio César Nepomuceno

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Genética e Bioquimica (Area
de concentragao: Genética).

UBERLANDIA - MG
2012



Dados Intemacionais de Catalogagiona Publicacdo (CIP)

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

M14%a
2012

Machado, Nayane Moreira, 1987-
Anszéncia da atividade mutagénica denanotubos de carbonoe
de paredes mnltipla, fimeionalizados, em células somaticas de

Drosophilamelanogaster / Nayane Moreira Machado. - 2012,
54f il

Omentador: Talic CésarMNepomuceno.

Dizzertacio (mestrado) - Universidade Federal de Uberlindia,
Programa de Pos-Graduacgio em Genética ¢ Bioguimica.

Inchu bibliografia.

1. Genética - Teses. 2. Nanotubos de carbone - Teses. 3. Dro-
sofila melanogaster- Teses. [ Nepomuceno, Jilio Cészar. IT. Uni-
versidade Federal de Uberlandia. Programa de Pos-Graduacio em
Genetica & Bioquimica. ITT. Titulo.

CDU: 573

Palavras-chave:

melanogaster.

Nanotubos de carbono. SMART. Mutagénico.

Drosophila

i



_ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Auséncia da atividade mutagénica de nanotubos de
carbono de paredes multiplas, funcionalizados, em
células somaticas de Drosophila melanogaster

Aluna: Nayane MoreiraMachado

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: Prof. Dr. Julio César Nepomuceno (Orientador)

Examinadores: Prof® Dr* Glenda Nicioli da Silva
Prof® Dr* Heloisa Helena Rodrigues de Andrade

Data da Defesa: 30/07/2012

As sugestdes da Comissao Examinadora e as Normas PGGB para o formato da
Dissertacao/Tese foram contempladas

Prof. Dr. Julio César Nepomuceno



‘Deus nos fez perfeitos e ndo escolhe os
capacitados, mas capacita os escolhidos.
Fazer ou nao fazer algo s6 depende da

nossa vontade e perseveranga.”

i1



Dedico este trabalho aos meus pais,
Ubaldino Machado de Araujo e Maria
Helena de Araujo, e aos meus irmaos,
Carley Alexandre Moreira Machado e
Helber Moreira Machado. Pelo amor, apoio

e dedicacao incondicional.

v



AGRADECIMENTOS ESPECIAS

Agradecer a todos que ajudaram a construir esta dissertagcdo nao €&
tarefa facil. Tenho muita gente para agradecer e nem sei por onde comegar, mas
sempre ha que se comegar por algum lugar, neste caso, por alguém.

Em primeiro lugar quero agradecer a Deus, ndo por cliché ou algo
assim, mas para ser justa. Por me iluminar, me guiar, me amparar nos momentos
dificeis, me dar forga interior para superar as dificuldades, mostrar o caminho nas
horas incertas e suprir minhas necessidades.

Agradeco também de modo muito especial a todos meus familiares.
Aos meus pais, Ubaldino Machado de Araujo e Maria Helena de Araujo, que
me deram ndo somente a vida, mas principalmente a educagao, me ensinando a
importancia da construcdo e coeréncia de meus proprios valores. Aos meus
irméos, Carley Alexandre Moreira Machado e Helber Moreira Machado, por
permanecerem ao meu lado encorajando-me nas horas dificeis e aplaudindo nos
momentos de gléria. As minhas cunhadas, Adriana Claudia Veloso Santos e
Juliane Tayse Ribeiro Maia, obrigada pelo carinho e pelas palavras de incentivo.

Ao meu orientador, professor Dr. Julio César Nepomuceno, fonte de
inspiracéo, apoio e ensino diario. Obrigada por tudo, ndo somente pela orientagao
em toda minha vida académica, mas principalmente pelo exemplo de pessoa e
profissional.

Quero expressar também sinceros agradecimentos a toda equipe do
Laboratério de Citogenética e Mutagénese, a todos os monitores, que no
processo inquietador de elaboracdo da dissertacdo, terminaram por ser
envolvidos. Em especial, Bethania Cristhine, Adriana Cristina, Livila Mara,
Geovanne D’ Alfonso, Priscila Capelari e Rosiane Gomes pela formacéo de
uma verdadeira rede de solidariedade e afeto.

Aos meus colegas de mestrado, e companheiros de moradia, Rosiane
Soares Saturnino e Jeyson Césary Lopes, pela amizade desde o tempo da
faculdade. Obrigada por ter aguentado minha ansiedade em todas as grandes

etapas que o mestrado possui, minha choradeira nos momentos de desespero,

\%



minha tagarelice nos momentos de empolgagcdo. Foi uma experiéncia
inesquecivel o tempo que passamos juntos em Uberlandia.

Aos amigos que eu tenho que me ajudaram tanto, mas tanto, que eu
teria que agradecer infinitamente cada um deles, ainda que nao tenham
contribuido em nada para a propria pesquisa, eu tenho que agradecer
simplesmente por serem meus amigos. Nesse sentido, mando um “muitissimo
obrigado” a: Morgana Porto, que mesmo longe se fez tdo presente nesses dois
anos em todos os momentos. Obrigada por todo carinho e apoio. Elaine
Goncgalves, uma companheira de todas as horas, a qual tenho profundo apreco e
consideragcdo. Mosar Corréa e Roberto Ghabar, meus amigos e parceiros.
Como agradecer todo o carinho que tiveram comigo nesses ultimos tempos?
Obrigada pelo respeito, zelo e amizade. Lilianne Machado, Paula Melo, Ruth
Germana, Janaina Coelho, Larissa Ribeiro e Priscila D’ Paula, a vocés
agradeco essa amizade linda, verdadeira e duradoura. A vida de gente grande
que temos hoje ndo nos permite mais tantos reencontros, mas mesmo assim a
amizade, respeito e consideragao continuaram. E sempre encontro em cada uma
de vocés o abrago mais sincero. Obrigada por torcerem por mim!

Ha muito mais a quem agradecer... A todos aqueles que, embora nao
nomeados, me brindaram com seus inestimaveis apoios em distintos momentos e
por suas presengas afetivas inesqueciveis, o meu reconhecido e carinhoso muito

obrigado!

vi



AGRADECIMENTOS

Ao professor Eng. Agr. Dr. Evandro Binotto Fagan do Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM) juntamente ao Prof. Dr. Oswaldo Luiz
Alves do Laboratério de Quimica do Estado Sdlido do Instituto de Quimica em
Campinas, S&o Paulo, por tdo gentiimente ceder os nanotubos de carbono
testados neste trabalho. Obrigada pela confianga.

Aos membros da banca avaliadora, Prof* Dr* Glenda Nicioli da Silva
e Prof* Dr* Heloisa Helena Rodrigues de Andrade, pela disponibilidade e as
consideragdes imprescindiveis para a confecc¢ao final deste trabalho.

Ao Dr. Ulrich Graf do Instituto de Toxicologia da Universidade de
Zurich, Suica, pelo fornecimento das linhagens mutantes de Drosophila
melanogaster.

Aos professores da pds-graduagdo do Departamento de Genética e
Bioquimica, agradeco pelos ensinamentos concedidos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico (CNPQ) pela bolsa concedida durante os anos de mestrado.

vil



APOIO FINANCEIRO

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM — Patos de
Minas, MG.

Recebemos o apoio financeiro dos seguintes 6rgaos e instituicoes:

» Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CNPq;

» Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES;

» Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais — FAPEMIG;

» Universidade Federal de Uberlandia — UFU;

» Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.

viil



LISTA DE ABREVIATURAS

BH - Balancer Heterozygous - Heterozigoto balanceado
DNA - Acido desoxirribonucléico

DXR - Doxorrubicina

FIr? - Flare — Pélo mutante em forma de chama

HB - High bioactivation cross- Cruzamento de alta bioativagéo
MH - Marker Heterozygous - heterozigoto marcado
mg - Miligrama

mL - Mililitro

mM - Milimolar

Mwh - Multiple wing hairs — Pélos multiplos

MSP — Manchas simples pequena

MSG - Manchas simples grande

MG — Manchas gémeas

NTC - Nanotubo de carbono

NTCPD - Nanotubo de carbono de parede dupla
NTCPS - Nanotubo de carbono de parede simples
NTCPM - Nanotubo de carbono de parede multipla
ORR - Oregon R (R)

SMART - Somatic Mutation and RecombinationTest
ST - Standard Cross- Cruzamento padrao

TM3 Bd® - Third Multiple3 Beaded Serrate

Mg - Micrograma



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster, do
cruzamento padrdo (ST), tratados com diferentes concentracbes de
NTCPM funcionalizados (0,50, 100, 150, 200, 250 mp/mL), controle
positvo (DXR 0,4 mM) e controle negativo (dgua osmose

SV ST ) TR

Tabela 2 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos
descendentes trans-heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster, do
cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB), tratados com diferentes
concentracbes de NTCPM funcionalizados (0,50, 100, 150, 200, 250
mu/mL), controle positivo (DXR 0,4 mM) e controle negativo (Agua osmose

AV ST ) TR

39



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fases da CarCiNnOgE@NESE...........ccuuuiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5

Figura 2: Tipos de nanotubos. (A) nanotubo de parede simples. (B) nanotubos

de paredes multiplas. (C) nanotubo de parede dupla ...............oooeeeiiiiiiiiiiiiiii, 6

Figura 3: Categorias de nanotubos de parede simples: armchair, zigzag e chiral.... 8

Figura 4: Estrutura quimica da Doxorrubicina..............ccooiiiiiiiiii e, 9

Figura 5: Fendtipo das asas dos descendentes de Drosophila melanogaster: asa
(o[ oo o F= T 1157 T USSP 14

Figura 6: Fendtipo das asas dos descendentes de Drosophila melanogaster: asa
de borda serrilnada.............ooooiiiiiii e 18

Figura 7: Mancha simples, pélos mwh - Fotomicrografia, microscépio éptico de luz
(AUMENTO 8 400X).....eeeeeeieeeeeee et e ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeees 19

Figura 8: Mancha gémea, pélos mwh e fir® - Fotomicrografia, microscopio optico
de Uz (AUMENLO A€ 400X)......cciiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e aeaanaaa 20

Figura 9: Sequéncia de ANalise da ASa...........ceeeiiiiiiiiiiiiiii e 20

xi



SUMARIO

APRESENTAGAO. ..ottt ettt ettt 01

CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Estudo molecular dO CANCET..........uuueiiiiiiiiiiiieeee e 4
1.2 Nanotubos de CarbONO.........ccooiiii i 7
1.3 Nanotubos para carreamento de farmacos.............ccccoooviiiiiiiiiiiiee e, 11
LR 3 o) (o] 4 B ][] - T 13

1.5 Teste para detecgdo de Mutacdo e Recombinagdo Somatica (Somatic

Mutation and Recombination Test- SMART) em células de Drosophila

=] =T g Lo o = K] (= P 16
1.5.1 Linhagens Mutantes de Drosophila Melanogaster................cccccccceeeenn... 16
1.5.2 CrUZAMENTOS. ...ttt e e e e e e e e aees 17
1.5.3 Manchas nas asas de Drosophila melanogaster...............cccccccueeeeennn... 19
REFERENCIAS. ..ottt ettt n e 21
CAPITULO 2
RESUNMO ...ttt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaeeeeeeseeaannnnnes 27
AB ST RACT ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeaeea e e e 28
1 INTRODUGAO . ...ttt et ere e ee e 29
2 MATERIAL E METODOS.......oooiiieeeeeeeeee e n e 31
2.1 AQENES QUIMICOS. ... i iieeiii et e e e e e e e e e e e e s e e e eeeanes 31

2.2 Teste para a Deteccao de Mutacdo e Recombinacdo Somatica

(SMART) em células de Drosophila melanogaster ..................cccceveccuvnnnnnnen. 32
2.2.1 Linhagens estoque, cruzamentos e tratamento.................cccccceeeeeeeeeenn.. 32
2.2.2 Preparagéo e analise microscopica das I18minas ..............cccceeeeeeeeeeeenn.. 33
2.2.3 AnAlise €SIAliSTICA. ...........ceee e 34

xii



3 RESULTADOS E DISCUSSAOD........ocuiueeieieiieeeeeteee e

4 CONCLUSAO
REFERENCIAS

XV



APRESENTAGAO

A nanotecnologia pode ser definida como um campo cientifico
multidisciplinar baseado no desenvolvimento, na caracterizagdo, na produgao e
na aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas com forma e tamanho na
escala nanométrica. A nanotecnologia vem revolucionando uma série de setores
como areas da medicina terapéutica, agricultura, assim como da industria bélica e
automobilistica.

Diferentes métodos para a sintese de nanoparticulas permitem a
modulagdo da sua estrutura, composicdo e propriedades fisiologicas. Dentro
deste contexto, destacam-se os nanotubos de carbono que apresentam
propriedades eletrénicas e estruturais singulares, podendo ser metais ou
semicondutores, de acordo com as suas caracteristicas geométricas. Sao
materiais extremamente susceptiveis a tensdes mecanicas e de alta superficie de
adsorcdo, o que os torna aptos para utilizagdo em sensores quimicos e
bioldgicos, além de serem altamente estaveis.

As propriedades dos nanotubos de carbono estdo diretamente
relacionadas ao fato de serem de parede uUnica ou simples, constituidos apenas
por uma camada cilindrica de grafite, ou por uma parede multipla composta por
varios cilindros concéntricos de grafite. Dependem também do didmetro e da
maneira pela qual os cilindros de carbono podem ser encontrados, com pontas
fechadas ou abertas.

Apoés pouco mais de uma década de sua descoberta, os
conhecimentos produzidos nesta area indicam que os nanotubos podem ser
utilizados em numerosas aplicagbes praticas. E com tantas implicagbes
almejadas, torna-se claro a necessidade de se conhecer seus efeitos citotoxicos e
genotdéxicos, antes que estes materiais possam ser incorporados como
veiculadores de drogas e vacinas.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar os possiveis
efeitos mutagénicos de nanotubos de carbono de parede multipla, funcionalizados

nas concentracées de 50; 100; 150; 200 e 250 mp/mL usando o teste para



deteccdo de mutacéo e recombinagao somatica (SMART) em asas de Drosophila
melanogaster.

Com o intuito de facilitar a leitura, o trabalho foi estruturado sob a forma
de capitulos. O capitulo | traz a fundamentacgao teérica abordando assuntos como
a suscetibilidade genética e a interacéo entre fatores genéticos e ambientais, que
podem esclarecer e viabilizar novas estratégias de prevengao e tratamento do
cancer. Em seguida, sdo abordados os nanotubos de carbono e sua utilizagcao
para carreamento de farmacos, possibilitando o melhoramento de perfis
farmacologicos. Posteriormente, os mecanismos de agédo da doxorrubicina, que é
um quimioterapico utilizado em estudos como controle positivo. E para finalizar, o
teste de deteccdo, mutacdo e recombinagcdo somatica em Drosophila
melanogaster.

O capitulo Il apresenta o manuscrito intitulado “Absence of mutagenic
activity of carbon nanotubes in somatic cells of Drosophila melanogaster”, que

sera enviado para publicacdo no periddico Food and Chemical Toxicology.



CAPITULO |
FUNDAMENTACAO TEORICA



1.1 Estudo molecular do cancer

O termo céncer foi associado a doenga pelo médico grego Hipdcrates,
por volta do ano 400 a.C., quando foi dado a moléstia o nome de karkinoma
(carcinoma). Embora isso mostre que a doenca ja era conhecida, a natureza do
cancer estava muito longe de ser compreendida. Apenas nas ultimas décadas, os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos tumores malignos comegaram a
ser desvendados (MORI, 2002).

O cancer é uma doenca associada a multiplas alteragbes genéticas,
originando-se a partir de uma unica célula normal que acumulou mutagoes, apos
sucessivas divisdes celulares em um processo de evolugédo clonal (CAVENEE;
WHITE,1995).

As alteragcbes genéticas podem ocorrer em qualquer célula, em
qualquer estagio do ciclo celular, resultantes de mutagdes génicas, aberracoes
cromossOmicas, recombinagdes e elementos genéticos de transposicéo
(GRIFFITHS et al., 2002).

Em geral, as mutagbes incluem alteracbes de sequéncia, perdas,
ganhos e rearranjos cromossdmicos simples ou extremamente complexos
(GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008). Independente do tipo, a mutagdo origina uma
troca na informacdo contida no gene e leva a sintese de uma proteina diferente
da esperada ou a auséncia de sintese (HIB; ROBERTIS, 2006).

As mutagdes podem ocorre em células da linhagem germinativa, bem
como em ceélulas somaticas. No entanto, apenas as primeiras podem ser
perpetuadas de uma geragao a seguinte, sendo desse modo, responsaveis pelas
doencas hereditarias. Por outro lado as que ocorrem nas células somaticas
podem resultar na morte do portador ou na diminuigao da fungao celular. Quando
ocorrem em varios genes, podem originar uma proporcao significativa de
canceres (LOURO et al., 2002).

Qualquer uma dessas mutacdes pode ocorrer espontaneamente,
originando-se como resultado do préprio metabolismo celular ou das interagdes

com o0 meio ambiente; e geralmente ocorrem com uma frequéncia caracteristica

4



em cada tipo de organismo. Entretanto, muitas muta¢gées podem ser induzidas por
agentes fisicos, bioldgicos e quimicos, que s&o entdo denominados agentes
mutagénicos (LOURO et al., 2002).

Esses chamados agentes mutagénicos que vao alterar a sequéncia
das bases no DNA, podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes
que estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Apds passar por varias
divisbes, uma célula podera acumular mutagbes que, se em numero elevado,
poderéo levar a perda do controle de sua divisdo, determinando, assim, o
aparecimento da doenca (RIBEIRO; MARQUES, 2003), como mostra a Figura 1.
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Figura 1: As etapas da carcinogénese
Fonte: INCA (2008)

Torna-se claro, portanto, que grande parte das neoplasias resulta da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais (Figura 2), sendo a contribuicao
exclusivamente genética responsavel por apenas 5% de todos os tumores. A
fragado restante pode ser atribuida a fatores ambientais “externos” que atuam em
conjunto com a suscetibilidade genética (LOURO et al., 2002).
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Figura 2: Fatores genéticos e ambientais.
Fonte: Louro (2002).

Apds a célula ter-se tornado cancerosa, ela continua a acumular
mutacoes, alterando suas propriedades e adquirindo caracteristicas como maior
mobilidade, com consequente invasdo da membrana basal, dos vasos
sanguineos e linfaticos (OJOPI; DIAS NETO, 2004).Esta perda do controle da
proliferacdo celular € consequéncia direta de danos nos mecanismos de
regulacdo do ciclo celular e, deste modo, podemos afirmar, embora
simplisticamente, que o cancer caracteriza-se por ser, em ultima instancia, uma
doencga que resulta dos danos ocorridos nos genes que controlam o ciclo celular
(PINTO; FELZENSZWALB, 2003).

Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo sao aqueles
que atuam na regulacao da proliferagao celular, tais como os proto-oncogenes e
os genes supressores de tumor (LOURO et al., 2002).

Os proto-oncogenes s&o genes ligados aos processos de proliferagcéo e
diferenciacdo que ocorrem nas células normais. Porém quando ocorrem
alteragdes nesses proto-oncogenes eles podem tornar-se oncogenes. Os
produtos dos oncogenes sdo capazes de manter o estimulo permanente para a
divisdo celular, pois ou ndo respondem ao comando regulatério ou mantém sua
funcdo de estimulo mitético, independente de estimulos externos (PINTO;
FELZENSZWALB, 2003).



Enquanto os proto-oncogenes promovem a proliferacdo celular
ordenada, a atuacao dos genes supressores de tumor mantém essa proliferacao
sob controle, restringindo o crescimento celular (LOURO et al., 2002). Existem
aproximadamente 30 genes supressores tumorais identificados que codificam
para proteinas reguladoras dos checkpoints celulares e inibem a progressdo do
ciclo celular, caso o DNA esteja danificado (WEINBERG, 1991).

A identificagdo desses genes envolvidos no cancer proporciona uma
melhor compreenséo acerca da doenga, bem como contribui para novas formas
precoces de diagndstico, facilitando assim o seu tratamento (DANTAS et al,,
2009).

1.2 Nanotubos de carbono

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem se destacado como uma
ferramenta importante para o desenvolvimento de novos produtos nas mais
variadas areas (HERBST; ROCCO, 2004). Em fung¢édo do tamanho diminuto das
nanoestruturas (RIETH, 2003) a nanotecnologia permite a fabricagao,
caracterizagao, manipulagao e utilizacdo de materiais com novas propriedades e
funcdes (GUPTA; GUPTA, 2005). Estas descobertas deram origem a estudos que
estdo inseridos no que hoje se denomina nanociéncias (NASCIMENTO, 2008).

Um dos frutos do interesse pelo dominio das pequenas dimensdes foi a
obtencdo dos nanotubos de carbono. Inicialmente imaginava-se que o carbono
formava apenas duas estruturas cristalinas, o grafite e o diamante. No entanto,
em 1985, dois quimicos,Harold Kroto e James Heath demonstraram a existéncia
de fulerenos, estruturas de carbono ocas com o formato de uma bola de futebol.
De acordo com Nascimento (2008), em 1991, Lijima demonstrou pela primeira vez
ao mundo a existéncia de estruturas tubulares de carbono, que denominou de
nanotubos de carbono (NC). NCs sao nanoestruturas unicas com propriedades
mecanicas e eletrdnicas notaveis. Sdo as moléculas mais rigidas, mecanicamente
flexiveis, mas resistentes a diferentes tensdes que ja foram produzidas (KLAINE,
2008). Os nanotubos podem ser classificados como sistemas unidimensionais,
descritos a partir de algumas folhas de grafite (grafeno) dispostas na forma de
cilindros concéntricos (NASCIMENTO, 2008).



Do ponto de vista estrutural (Figura 3), ha dois tipos de NC que podem
apresentar alta perfeicdo: os nanotubos de carbono de parede simples (NTCPS),
que podem ser considerados como uma unica folha de grafite enrolada sobre si
mesma para formar um tubo cilindrico (a), e os nanotubos de carbono de parede
multipla (NTCPM) que compreendem um conjunto de nanotubos concéntricos (b),
(HERBST; ROCCO, 2004). E ha ainda um tipo especial de nanotubo formado por
apenas duas folhas de grafite que se sobrepdem. Estes sdo os nanotubos de
parede dupla (c).

g) D'QN o<
%Nxop { §' 40‘:‘%
(a) (b) (c)

Figura 3: (a) nanotubo de parede simples. (b) nanotubo de paredes multiplas. (c) nanotubo
parede dupla
Fonte: DRESSELHAUS et. al. (1998) apud NASCIMENTO (2008).

E importante notar que a maneira pela qual a folha de grafeno é
enrolada determina a estrutura dos nanotubos e suas propriedades fisicas. Os
dois parametros estruturais relevantes dos nanotubos s&o: didmetro (dt) e angulo
quiral (8) (também chamado de quiralidade ou helicidade (SOUZA FILHO;
FAGAN, 2007).

Nanotubos de carbono de parede simples podem ser separados em
trés categorias: armchair, zigzag ou chiral (Figura 4). Este angulo de enrolamento
define se os nanotubos sao condutores metalicos ou semicondutores. Estas trés
categorias tém propriedades distintas: todos os armchair apresentam
propriedades metalicas e as outras duas estruturas podem apresentar

propriedades semicondutoras ou metalicas, dependendo do diametro do nanotubo
(LOUIE, 2001).



(0,10) nanotube

(zig-zog)

(7,10) nanotube (10,10) nanotube
(chiral) {ormchair)

chiral)

Figura 4: nanotubos de parede simples armchair, zigzag e chiral
Fonte: Educador ciéncia (2008).

Os nanotubos de paredes multiplas com uma estrutura livre de defeitos
apresentam propriedades eletronicas similares aos de parede simples. Isto
acontece devido a conducgao ocorrer preferencialmente na direcao longitudinal do
nanotubo, assim ha pouca interagdo entre as paredes. Esta propriedade permite
ao nanotubo suportar uma grande intensidade de corrente elétrica (LIANG et al.,
2000).

Caracteristicas como forma, simetria, condi¢des, taxa de crescimento,
rendimento e cristalinidade dos materiais sdo influenciados pela selegdo do
catalisador, fonte de carbono, temperatura e tempo de reacao, levando a uma
heterogeneidade significativa entre os produtos finais (SANCHEZ et al., 2010).

Os métodos usuais de fabricagdo de nanotubos de carbono sao:
deposic¢ao de vapor quimico, descarga de arco e ablacao a laser. O diametro das
fibras depende das dimensbes das nanoparticulas de metal usado como um
catalisador, e a orientagcdo das camadas de grafeno pode ser dirigido pela
temperatura de crescimento e/ ou a natureza do metal (SANCHEZ et al., 2010).

A funcionalizagao de nanotubos de carbono através de suas paredes,

pontas ou por encapsulamento tem sido vista como uma forma de explorar o
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potencial dos nanotubos de carbono na nanotecnologia. Os nanotubos
funcionalizados podem ter propriedades eletrbnicas e mecanicas que sao
substancialmente diferentes dos nanotubos ndo funcionalizados e este fenébmeno
€ explorado para uso em sensores, dispositivos eletrénicos e eletro-mecanicos
em escala nanométrica devido a sua grande resisténcia e flexibilidade mecanica
(SOUZA FILHO; FAGAN, 2007).

A diversidade das aplicagdes, reais ou potenciais, dos NC, assim como
a necessidade de controlar as morfologias apropriadas para sua utilizagao, faz da
pesquisa nesta area do conhecimento um trabalho de caracteristica
eminentemente multidisciplinar (HERBST;, ROCCO, 2004),atuando em diferentes
areas do conhecimento: como na investigacao das propriedades elementares,
fisicas e quimicas, dos nanomateriais; no desenvolvimento de novos métodos de
sintese e funcionalizacdo de nanoestruturas; na aplicagdo de sistemas
nanoestruturados em liberagdo controlada de farmacos; no desenvolvimento de
novos dispositivos eletronicos, assim como dos impactos ambientais ocasionados
pelo seu uso (NASCIMENTO 2008).

Atualmente, inumeros estudos tém focado nas propriedades
genotdéxicas de nanotubos de carbono, mostrando que nanotubos de parede
simples ou paredes multiplas podem induzir danos no DNA, formagdo de
micronucleos, interrupgéo do fuso mitético, e a indugao de poliploidia (KISIN et al.,
2011).

Os mecanismos de toxicidade de nanomateriais ainda n&do foram
totalmente elucidados, mas evidéncias recentes sugerem pontos de semelhanga
com fibras de amianto, incluindo um papel na geragcao de espécies reativas de
oxigénio, estresse oxidativo e genotoxicidade (SANCHEZ et al., 2010). Por outro
lado, os nanotubos de carbono podem ser facilmente funcionalizados
(SHVEDOVA et al., 2009) o que facilita a sua interagdo com moléculas organicas
e bioldgicas com outros grupos quimicos como farmacos ou moléculas toxicas,
formando um recipiente versatil para carreamento de drogas (SOUZA FILHO;
FAGAN, 2007) sugerindo que os nanotubos de carbono podem ter um lugar no
arsenal para o tratamento e acompanhamento do cancer, infecgdes e outras
condi¢gdes de doenga (SHVEDOVA et al., 2009).
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1.3 Nanotubos para carreamento de farmacos

Hoje, as pesquisas em nanotubos de carbono cruzam as fronteiras da
fisica, da quimica, das ciéncias dos materiais, da biologia e desenvolvem-se
rapidamente no campo da farmacologia (SOUZA FILHO; FAGAN, 2007). A
denominada tecnologia de liberagao controlada de farmacos representa uma das
fronteiras da ciéncia onde envolve diferentes aspectos para o avango da saude
humana. Estes sistemas de liberagdo possibilitam o melhoramento de perfis
farmacolégicos de muitas classes de moléculas terapéuticas (FARAJI; WIPF,
2009; HAMIDI et al., 2008).

O entendimento dos métodos de sintese das propriedades
nanométricas tém possibilitado o desenvolvimento de sistemas exatos de
diagnosticos e de terapia do cancer, como a entrega da droga diretamente na
célula cancerosa (Drug Delivery Systems), assim diminuindo os efeitos colaterais
e potencializando a ag¢ado do principio ativo. Estima-se que os sistemas
entregadores de drogas utilizem uma quantidade 100 vezes menor do agente
ativo e sejam 100 vezes mais eficientes (JAIN, 2008).

Sistemas nanométricos que sao utilizados nos Drug Delivery Systems
oferecem como grande vantagem a diminuigdo ou eliminagdo dos severos efeitos
colaterais da quimioterapia. Estes atuam diretamente nas células cancerosas, nao
ficando livres na via sistémica. Os possiveis diagndsticos em estagios iniciais da
doenca e de drogas precisas (no sentido de atingir um alvo desejado, no caso a
célula do cancer) tém contribuido para o desenvolvimento da medicina
personalizada com o tratamento de cada paciente de forma individualizada
(JABR-MILANE et al., 2008).

Os tratamentos que envolvem os sistemas entregadores de drogas
podem ser divididos em duas etapas: passivo e ativo. No tratamento passivo, o
agente terapéutico € incorporado dentro de uma macromolécula ou de uma
nanoparticula (nanocapsulas), onde circulam pela corrente sanguinea e sao
acumuladas dentro do tumor através do efeito de permeabilidade e retencéo
aumentadas (do inglés Enhanced Permeability and Retention, ou EPR). Para que
as nanoparticulas possam circular o tempo suficiente dentro do organismo elas
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devem ser biocompativeis, ou seja, elas ndo podem ser reconhecidas como um
“corpo estranho”. No tratamento ativo, o agente terapéutico & conjugado com uma
nanoparticula que possui um ligante (anticorpo) que reconhece especificamente
os antigenos relacionados as células do cancer (SINGH; LILLARD, 2009;
SHEKHAR, 2009).

A incorporacéo das drogas as nanoparticulas pode ocorrer por diversos
meétodos, que em muitos casos utilizam mecanismos de auto-organizagdo. As
drogas podem, por exemplo, ser dispersas em uma matriz polimérica,
encapsuladas no nucleo ou adsorvidas na superficie das nanoparticulas (HANS,
2006). Varios tipos de nanoparticulas tém sido utilizados no diagndstico e na
terapia do cancer, como por exemplo, as nanoparticulas inorganicas
(nanoparticulas de ouro, nanoparticulas magnéticas), nanoparticulas poliméricas
(micelas, quitosana), nanoparticulas lipidicas solidas, lipossomos, pontos
quanticos e nanotubos de carbono, que serdo aqui abordados, assim como os
conjugados envolvendo essas nanoparticulas (JAIN, 2008).

Estudos com nanotubos de carbono, de paredes simples
funcionalizados com ligantes especificos, demonstram que podem ser utilizados
na terapia do cancer. Sabe-se que os sistemas biolégicos sédo transparentes a
radiagcdo eletromagnética na faixa de 700 a 1100 nm (NIR), enquanto os
nanotubos de carbono de paredes simples apresentam uma elevada absorgao.
Portanto, uma radiagao continua na regiao pode causar a morte das ceélulas do
cancer pelo acumulo de calor local dos nanotubos de carbono de paredes simples
(KAM et al., 2005).

Os nanotubos também estdo sendo utilizados para monitorar certas
proteinas associadas ao cancer, pois sdo extremamente sensiveis, e qualquer
ligacdo que se forme em sua superficie € observada por uma mudanga nas
propriedades elétricas. Nanotubos com anticorpos ligados a sua superficie sdo
utilizados para detectar células cancerosas na corrente sanguinea. Nesse
sistema, quando uma molécula relacionada a célula cancerosa se liga ao
nanotubo, & observada uma variacdo na corrente elétrica. Este método pode ser
utilizado para detecgdo de células tumorais na corrente sanguinea ou micro
metastases, remanescentes de um tratamento no tumor original (SINGH;
LILLARD, 2009).
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Apesar do exposto acima ainda ha muito para ser feito para explorar as
intrinsecas propriedades dos nanotubos de carbonos (DRESSELHAUS, 2004).
Desafios que precisam ser resolvidos antes do uso generalizado de
nanobiotecnologia em oncologia clinica, tal como: analisar e comparar a
toxicidade potencial e a capacidade para induzir danos no DNA de diferentes
nanotubos de carbono. Para sanar esse problema extensas investigacoes estao
em andamento, mas ainda ndo ha um consenso sobre os reais riscos reais -
devido a falta de dados e a complexidade dos nanomateriais. Diante disso, este
trabalho torna-se relevante a medida que colabora para este processo de
investigacdo ja que objetiva os nanotubos de parede multipla funcionais em
relacdo ao seu potencial genotdéxico em células somaticas de Drosophila

melanogaster.

1.4 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) (Figura 5) € um quimioterapico do
grupo das antraciclinas (MARTINS et al, 2011) isolado a partir de culturas
fungicas de Streptomyces peucetius var. caesius (DOROSHOW, 1996 apud
NEUWALD, 2009 ; SILVA et al., 2004)..

E utilizada clinicamente desde a década de 1960 e representa uma das
classes mais utilizadas de agentes antineoplasicos, sendo de uso corrente em
oncologia humana (GALIOTTO, 2007).

A doxorrubicina tem uma ampla atividade antitumoral (GALIOTTO,
2007), e tem sido utilizado com éxito para regressdao de canceres da mama,
pulmao, bexiga, tireoide, carcinoma ovariano, sarcomas 0sseos e dos tecidos
moles, linfomas de Hodgkin e n&do Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms e
leucemias (OLIVEIRA et al., 2009).

No entanto, seu uso é limitado em fungdo do desenvolvimento de
toxicidade cardiaca (TALLAJ et al., 2005), que € cumulativa e irreversivel.
(ROCHA et al., 2001) A cardiomiopatia e a insuficiéncia cardiaca sdo condi¢des
clinicas graves com alta morbidade e mortalidade, que interferem negativamente
na curva de sobrevida dos pacientes com cancer. A cardiotoxicidade pela DXR

pode se manifestar até 20 anos apds a quimioterapia (MARTINS et al., 2011).

13



Além disso, a doxorrubicina provoca, também, diversas manifestacdes
téxicas como aberragbes cromossOmicas, alopecia (ROCHA et al., 2001)
tromboplastina, estomatite, anemia, perturbacbes gastrointestinais e
manifestagdes dermatoldgicas (GILMAN et al., 1996).

Outros estudos demonstraram, que a DXR induz mutacbes e
recombinagbes somaticas em células de asas, de Drosophila melanogaster
(LEHMANN et al., 2003; COSTA E NEPOMUCENO, 2006; FRAGIORGE et al.,
2007; VALADARES et al., 2008).
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Figura 5: Estrutura quimica da Doxorrubicina.
Fonte: Fonte: Hardman; Limbird e Gilman (2001).

O mecanismo de agao das antraciclinas esta relacionado com a
capacidade desses compostos de intercalar com a molécula de DNA, afetando
muitas de suas agbes, bem como a sintese de DNA E RNA (HARDMAN et al.,
2002). A interacdo da doxorrubicina com a topoisomerase-ll pode, ainda,
desencadear a quebra do DNA e gerar radicais de oxigénio livres, altamente
reativos e toxicos (PFIZER ITALIA S.r.l., 2006). Assim, a doxorrubicina tem agao
mutagénica e carcinogénica (CHABNER et al., 2001 apud NEUWALD, 2009).

Além disso, a molécula reage com a citocromo P450 redutase na
presenca de NADPH para formar intermediarios radicais semiquinonas, os quais
sdo capazes de reagir com oxigénio para produzirem radicais de anions
superoxido, que sao altamente destrutivos para a célula (KEIZER et al., 1990). Os

radicais gerados incluem peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, os quais
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atacam o DNA e oxidam as suas bases (HAHN; RICHARDSON 1995 apud
NEUWALD, 2009).

Ainda ha de se ressaltar que a quimioterapia € o principal método
utilizado no tratamento antineoplasico, com objetivo de eliminar as células que
compdéem o tumor. No entanto, a quimioterapia do cancer utiliza farmacos
inespecificos, como a doxorrubicina, drogas que nao sido capazes de atingir
apenas as células tumorais, mas também atingem diretamente varios tipos
celulares de multiplicagdo rapida, como células gastrointestinais, capilares e
precursores sanguineos da medula éssea. Como consequéncia, estas células
podem entrar num processo de instabilidade genémica que tende a culminar no
aparecimento de um tumor secundario, caracterizando assim a toxicidade
mediada pelos antineoplasicos (GALIOTTO, 2007).

Neste contexto, ressalta-se a importadncia da aplicacdo da
nanobiotecnologia para o tratamento do cancer. As nanoparticulas permitem a
entrega alvo da droga podendo atravessar algumas das barreiras bioldgicas e
atingir o tumor com concentragdes terapéuticas, poupando os tecidos normais,
circunvizinhos, dos efeitos toxicos. Isto significa que as doses mais elevadas da
droga podem ser entregues, aumentando seus efeitos anticancerigenos,
enquanto diminui os efeitos colaterais associados com a quimioterapia sistémica
(JAIN, 2010).

1.5 Teste para deteccao de Mutagcdo e Recombinagdo Somatica (Somatic
Mutation and Recombination Test- SMART) em células de Drosophila

melanogaster

O SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) é o teste
utilizado para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somaticas. De acordo com
Graf et al. (1984) e Vogel (1987), o SMART permite avaliar varios eventos como
mutagcdes pontuais, delecdes ou tipos especificos de translocagao, assim como,
recombinacdo mitdtica. O teste foi desenvolvido para detectar a perda de
heterozigose de genes que determinam a expressao de fendtipos detectaveis nas

asas de Drosophila melanogaster.
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O teste possui uma alta eficiéncia para detectar a atividade genotdxica
de mutagenos pertencentes a varias classes quimicas. O espectro de compostos
cuja genotoxidade pode ser detectada com este bioensaio vai desde agentes
alquilantes, com forte atuagdo, a um grande numero de promutagenos, ativados
por diferentes vias metabodlicas de biotransformacédo enzimatica. A versatilidade
do procedimento experimental permite testar desde compostos estaveis a
compostos instaveis (GRAF et al., 1984).

O SMART utiliza a Drosophila melanogaster como animal experimental,
por possuir pequeno numero de cromossomos, sistema enzimatico semelhante ao
dos mamiferos, tempo curto de geragéo, grande numero de mutantes, linhagens
bem caracterizadas, além do baixo custo, rapidez e confiabilidade dos testes
(GRAF et al., 1984; VOGEL, 1987).

1.5.1 Linhagens Mutantes de Drosophila melanogaster

Para a realizacido do teste para detec¢cdo de mutacdo e recombinacao
somatica em células de Drosophila melanogaster sao utilizadas trés linhagens
mutantes. A linhagem mwh, possui no cromossomo-3, um alelo mutante que
altera o fend6tipo dos pelos das asas da D. melanogaster. Esse alelo esta presente
em homozigose na linhagem mwh. As asas da D. melanogaster sao
caracterizadas por possuir um unico pelo por célula, porém, quando estas
possuem o alelo mutante mwh, o fenétipo apresentado sera de trés ou mais pélos
por células (FROLICH; WURGLER, 19809).

A linhagem flr3, assim como a mwh, possui também um marcador no
cromossomo-3, porém, em uma posi¢cao mais proxima ao centrdmero, um alelo
mutante que altera, também, o fendtipo dos pélos da asa. O fendtipo provocado
por este alelo mutante € um pélo “deformado” que se assemelha a uma chama.
Contudo, a linhagem n&o possui este alelo em homozigose nas células do seu
corpo, pois seria letal para o individuo. Com isso, a linhagem estoque € mantida
em um cromossomo, o gene fI e no mesmo lécus, no outro cromossomo, um
balanceador que possui multiplas inversdes, e recebe o nome de TM3 Bd°.
Portanto, a mutacdo fir’ sera viavel, apenas quando algumas células do disco
imaginal carregarem a mutacao (GRAF et al., 1984).
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Ja a linhagem ORR de D. melanogaster, também utilizada no teste, foi
construida com o objetivo de aumentar a capacidade metabdlica na ativagdo de
promutagenos. Alguns aspectos do controle genético do metabolismo de
xenobidticos em D. melanogaster ja sao conhecidos. Na linhagem resistente ao
DDT, Oregon R (R), o gene RI na posig¢ao 65,0 do cromossomo-2, é responsavel
pelos altos niveis de expressdo do citocromo P450, tipicos para esta linhagem.
Por conseguinte, os cromossomos 1 e 2 das linhagens mwh e fI’ foram
substituidos pelos cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon R (R) (FROLICH;
WURGLER, 1989).

1.5.2 Cruzamentos

No SMART sao realizados dois tipos de cruzamentos: o padrao,
também conhecido como ST — Standard Cross, que consiste em fémeas virgens
fir/in (3LR) TM3, ri p” sep | (3) 89Aabx** e Bd® cruzadas com machos mwh
(GRAF et al., 1989); e, o outro cruzamento, € o de alta bioativacdo HB - High
Bioactivation Cross - fémeas virgens ORR; fir’/in (3LR) TM3, ri p° sep | (3)
89Aabx** cruzadas com machos mwh (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

A partir destes cruzamentos sao obtidos dois tipos de descendentes:
trans heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses
descendentes s3o distintos fenotipicamente, baseados no marcador TM3, Bd®. O
fenodtipo dos descendentes MH desenvolvem asa normal, com borda lisa (Figura
6), enquanto que no BH, as asas sao mal formadas, com aparéncia picotada ou
serrilhada (Figura 7), denominadas serrate (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

Os descendentes MH (mwh +/ + fI’) apresentam o0s cromossomos
estruturalmente normais, enquanto que o descendentes BH (mwh +/ + TM3, Bd°®)
apresentam um cromossomo com um balanceador génico com multiplas
inversdes (TM3, Bd°®). Os individuos MH expressam pelos mutantes nas asas
originados de alteracbes mutagénicas e recombinogénicas ocorridas no locus
génico mwh e fir’. Ja os descendentes BH possuem um cromossomo balanceador
TM3/Bd® que inviabiliza a recombinagao, ocorrendo apenas eventos mutagénicos
devido a inversdes multiplas. (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).
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Figura 6: Asa borda Lisa Figura 7: Asa borda serrilhada
Fonte: Fotomicrografia, com microscopico éptico de luz, tirada no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG

De acordo com esses mesmos autores, a linhagem ORR ¢é
caracterizada por um alto nivel de citocromo P450 constitutivo, o que torna o teste
SMART mais sensivel a ativagdo de promutagenos via citocromo. Portanto, para
que se tenha a taxa exata de recombinacdo e mutacdo a analise dos

descendentes BH é de fundamental importancia.

1.5.3 Alteragbes genéticas diagnosticadas através da analise das asas.

O teste da mancha da asa (SMART) baseia-se no fato de que, se
ocorrerem alteragdes genéticas em células do disco imaginal, que estdo se
dividindo por mitose, estas alteracbes estardo presentes em todas as células
descendentes, induzindo o aparecimento de um clone de células mutantes. A
analise é realizada através da observagao desses grupos de células, na superficie
das asas de moscas adultas, que expressam fenotipicamente o0s genes
marcadores mwh ou fiIr3, responsaveis por alteragdes na forma dos pélos (GRAF
et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

Pélos mutantes sdo, a partir dai, classificados em manchas: simples,

quando expressam apenas um dos marcadores mwh ou fir*, originadas por
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mutagao, aberracdo cromossémica (delegéo) ou recombinagéao distal, como indica

a Figura 8.

Figura 8: Mancha simples — Tricomas Mwh (seta azul)
Fonte: Fotomicrografia, com microscépico éptico de luz, tirada no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG

Manchas gémeas, quando expressam os dois marcadores mwh e fir®

na mesma mancha, conforme mostra Figura 9.

Figura 9: Mancha gémea — Tricomas Mwh (seta azul) e FIr’(seta vermelha)
Fonte: Fotomicrografia, com microscépico éptico de luz, tirada no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG
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As manchas ainda sao classificadas quanto ao tamanho, podendo ser
simples pequenas, quando possuir um ou dois pélos mutantes, ou simples
grandes, se houver mais de dois pelos mutantes. A posicdo da mancha é
determinada de acordo com o setor da asa que tem sete regides: A, B, C’, C, D, D’
e E (GRAF et al., 1989). (Figura 10).
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Figura 10: Sequéncia de Analise da Asa.

Fonte: Laboratdrio de Citogenética e Mutagénese, UNIPAM, Patos de Minas, MG
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CAPITULO I

Auséncia da atividade mutagénica de
nanotubos de carbono de parede
multipla, funcionalizados, em células

somaticas de Drosophila melanogaster



RESUMO

Nanotubos de carbono (NTCs) sdo moléculas rigidas, flexiveis e resistentes a
tensdes formadas a partir de folhas de carbono (grafenos), que em altas
temperaturas, acabam por se enrolarem, formando tubos de diametro
nanométrico. Existem diferentes tipos de NTCs, dentre eles podem-se destacar os
nanotubos de carbono de parede multipla (NTCPM) que compreendem um
conjunto de nanotubos concéntricos com uma estrutura livre de defeitos. Varias
aplicacoes para este material sdo sugeridas, incluindo aplicacdes biolégicas como
fabricacdo de biosensores, veiculadores de drogas e vacinas entre outros
biomateriais. Contudo, antes que estes materiais possam ser incorporados ao
mercado, ha a necessidade de se conhecer seus efeitos citotoxicos e
genotoxicos. Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
mutagenicidade de nanotubos de carbono em células somaticas de Drosophila
melanogaster, utilizando o Teste para deteccdo de mutagdo e recombinacgao
somatica (SMART). Para tanto, foram utilizadas larvas de 72 horas provenientes
do cruzamento padrao (ST) e do cruzamento de alta bioativagao (HB), que foram
tratadas com solugcbes contendo diferentes concentracbes de NTCPM
funcionalizados (0,50, 100, 150, 200, 250 mu / mL). Como controle positivo, foi
utilizada a doxorrubicina DXR (0,4 mM), e como controle negativo agua de
osmose reversa. As asas dos descendentes trans-heterozigotos (MH) analisados
de ambos os cruzamentos ST e HB, ndo apresentaram resultado significativo
sobre a frequéncia de manchas mutantes quando comparadas com o controle
negativo. Desta forma, com base nos resultados obtidos e nas condigdes
experimentais mencionadas, pode-se concluir que NTCPM nao foram

mutagénicos para D. melanosgaster.

Palavras chave: Nanotubos de carbono. Genotéxico. Drosophila melanogaster.
SMART.
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ABSTRACT

Carbon nanotubes (CNTs) are rigid molecules, flexible and resistant to tensions
formed from sheets of carbon (graphene), which at high temperature, ultimately to
curl, forming nanometer diameter tubes. Among the different types of CNTs, the
multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) can be noted for comprising a set of
concentric nanotubes with perfect structures and defect- free materials. Several
applications for this material are suggested, including biological applications such
as manufacturing of biosensors, backers of drugs and vaccines and other
biomaterials. However, before these materials can be incorporated into the market,
is necessary to know their cytotoxic and genotoxic effects. Thus, this study aims to
evaluate the mutagenicity of carbon nanotubes in somatic cells of Drosophila
melanogaster, using the Somatic Mutation and Recombination Test (SMART). For
this purpose we have used 72-hour larvae from standard (ST) and high
bioactivation (HB) crosses. The larvae from both crosses were treated with
solutions containing different concentrations of multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTSs) functionalized (0,50, 100, 150, 200, 250 mu /mL). For positive control,
doxorubicin DXR (0,4 mM) was used, and reverse osmosis water for negative
control. The descendants trans-heterozygous (MH) analyzed from both ST and HB
crosses, had no significant effect on the frequency of mutant spots when
compared with negative control (reverse osmosis water). This way, based on the
results and on the experimental conditions mentioned in this study, it can be

concluded that MWCNTs were not mutagenic for Drosophila melanosgaster.

Keywords: Carbon nanotubes. Genotoxic. Drosophila melanogaster. SMART
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem se destacado como uma
ferramenta importante para o desenvolvimento de novos produtos nas mais
variadas areas (HERBST, MACEDO; ROCCO, 2004). Em fungdo do tamanho
diminuto das nanoestruturas (RIETH, 2003) a nanotecnologia permite a
fabricagdo, caracterizagao, manipulagdo e utilizagdo de materiais com novas
propriedades e fungdes (GUPTA; GUPTA, 2005).

Um dos frutos desse interesse pelo dominio das pequenas dimensdes
foi a obtengcdo dos nanotubos de carbono (NTC). Nanoestruturas unicas com
propriedades mecanicas e eletrdnicas notaveis. Sdo as moléculas mais rigidas,
flexiveis e resistentes a tensdes que ja foram produzidas (KLAINE et al., 2008).
Podem ser classificados como sistemas unidimensionais, descritos a partir de
algumas folhas de grafite (grafeno) dispostas na forma de cilindros concéntricos e
fechada em cada extremidade por metade de um fulereno (NASCIMENTO, 2008).

A diversidade das aplicagdes, reais ou potenciais, dos NTC, assim
como a necessidade de controlar as morfologias apropriadas para sua utilizacao,
faz da pesquisa nesta area do conhecimento um trabalho de caracteristica
eminentemente multidisciplinar (HERBST; ROCCO, 2004), atuando em diferentes
areas do conhecimento: como na investigacao das propriedades elementares,
fisicas e quimicas, dos nanomateriais; no desenvolvimento de novos métodos de
sintese e funcionalizacdo de nanoestruturas; na aplicagdo de sistemas
nanoestruturados em liberagdo controlada de farmacos; no desenvolvimento de
novos dispositivos eletroeletronicos e nos estudos relacionados a toxicidade
potencial desses materiais e dos impactos ambientais ocasionados pelo seu uso
(NASCIMENTO 2008).

A industria farmacéutica tem grande interesse no uso de nanotubos de
carbono como transportador molecular (proteinas, acidos nucleicos e outras
moléculas bioativas) com grande seletividade - drug delivery. Assim, os NTCs
podem atuar como efetivo veiculo de agentes terapéuticos no tratamento de
varias doencas (MISHRA et al., 2010).

Embora a nanotecnologia tenha crescido rapidamente e as

nanoparticulas sejam entidades que podem revolucionar a terapia de varias
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doencas, (PARVEEN et al., 2012) existe a necessidade de se conhecer os efeitos
citotoxicos e genotoxicos, antes que estes materiais possam ser incorporados
como veiculadores de drogas e vacinas entre outros biomateriais (KISIN et
al.,2011).

Atualmente, inumeros estudos tém focado nas propriedades
genotdéxicas de NTCs, mostrando que nanotubos de parede simples (NTCPS),
dupla (NTCPD) ou paredes multiplas (NTCPM) podem induzir danos no DNA,
formacgao de micronucleos, interrupgédo do fuso mitético, e indugcao de polipldides
(KISIN et al., 2011).

Os dados existentes sobre toxicidade e genotoxicidade de NTCs s&o
ainda limitados e conflitantes e muitos esforcos ainda devem ser direcionados a
este campo (FRANCHI et al., 2011), mas evidéncias recentes sugerem pontos de
semelhanca com fibras de amianto, incluindo um papel para a geragédo de
espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo e genotoxicidade (SANCHEZ et
al., 2009).

Trabalhos conduzidos em relacdo a toxicidade in vitro de NTCPS
demonstram que a exposicdoes de culturas de células humanas HaCat
(queratindcitos) e células epiteliais dos brénquios a este biomaterial resultaram
em geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidagdo de lipidios,
estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial € mudangas na morfologia celular
(SINGH et al., 2009 apud FRANCHI et al., 2011).

Com o teste para deteccdo de mutacdo e recombinagcdo somatica
(SMART) desenvolvido por Graf et al. (1984) é possivel detectar um amplo
espectro de eventos genotoxicos e antigenotéxicos (GRAF et al., 1984). O teste
se baseia no fato de que durante o inicio do desenvolvimento embrionario da
Drosophila melanogaster, grupos de células proliferam mitoticamente até se
diferenciarem em estruturas do corpo da mosca adulta. Se ocorrer uma alteracéo
genética em uma célula do disco imaginal, esta alteragdo formara um clone de
células mutantes que sera detectado como uma mancha de pélos mutantes, nas
asas da mosca adulta (GUZMAN-RINCON E GRAF, 1995). A andlise dessas
manchas expressa fenotipicamente os genes marcadores fI ou mwh,

responsaveis por mudangas na forma dos pélos ou tricomas (GRAF et al., 1984).
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Diante da variedade de aplicacbes e o enorme potencial desses
nanomateriais, existem igualmente grandes desafios a serem enfrentados, tais
como: analisar e comparar a toxicidade potencial e a capacidade para induzir
danos no DNA de diferentes nanoparticulas. Para sanar esse problema extensas
investigacbes estdo em andamento, mas ainda n&o ha um consenso sobre os
riscos reais devido os resultados controversos, relacionados especificamente a
metodologia de aplicagdo, a doses e a complexidade dos nanomateriais
utilizados. Diante disso, este trabalho torna-se relevante a medida que colabora
para este processo de investigacdo ja que objetiva avaliar os nanotubos de
parede multipla, funcionalizados, quanto o seu potencial genotdxico em células

somaticas de Drosophila melanogaster.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Agentes quimicos

Foram utilizados nanotubos de carbono de paredes multiplas,
funcionalizados, fornecidos a partir NTC Co. Ltd (Coreia) tratados pelo Instituto de
Quimica UNICAMP Campinas, Sdo Paulo. Empregando a técnica de refluxo e
agitacdo magnética com HNO3 (6 mol L-1), durante 24 h a 150 ° C. Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, foram filtrados através de uma
membrana 0,2 uM de PTFE e lavados com agua deionizada até o filtrado alcangar
pH neutro. Os nanotubos de carbono de paredes multiplas tratados foram secos
em sistema de vacuo a temperatura ambiente durante 24 H, e esta amostra foi
nomeada NTC-3.

O método de sintese utilizado foi o de deposicdo quimica de vapor
(CVD), o qual utilizou temperatura de oxidagédo de 595°C e como fonte de carbono
um hidrocarboneto de alta pureza e um metal como catalisador. A pureza dos
nanotubos resultantes foi de 98,5%, sendo apenas 1,5% o6xido de ferro.

Para o tratamento foram preparadas cinco diferentes concentragdes
desse produto (50; 100; 150; 200 e 250 pg/mL).

Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), popularmente conhecido como
Doxolen, lote n® 83520 fabricado por Eurofarma Laboratérios e distribuido pela
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Zodiac Produtos Farmacéuticos S.A., Sao Paulo, Brasil. Cada frasco contém
10mg de DXR liofilizado. Possui peso molecular de 580,0 e formula molecular

C2o7H29NO¢1.HCI. Foi utilizado no tratamento na concentracido de 0,4mM.

2.2 Teste para a Detecgao de Mutagao e Recombinagao Somatica (SMART)

em células somaticas de Drosophila melanogaster
2.2.1 Linhagens estoque, cruzamentos e tratamento

Para realizagdo do teste SMART foram utilizadas linhagens mutantes
de Drosophila melanogaster, fornecidas pelo Dr. Urich Graf, do Instituto de
Toxicologia da Universidade de Zurich, Shwerzenbach, Sui¢a. Foram utilizadas
trés linhagens: mwh, fi' e ORR, portadoras dos marcadores genéticos multiple
wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare-3 (fI”’, 3-38,8). Os estoques destas linhagens s&o
mantidos em frascos de 4 de litro contento meio de cultura preparado com 820
mL de agua, 25 g de fermento (Saccharomyces cerevisae), 11 g de agar, 156 g de
banana e 1 g de nipagin. Sdo mantidas em uma incubadora B.O.D a temperatura
de + 250C com umidade relativa do ar de 67% e foto periodo regulado para 12
horas luz acessa e 12 horas luz apagada.

Foram efetuados dois tipos de cruzamentos para o experimento:
Cruzamento Padrdo (ST- “Standard Cross”) utilizando fémeas virgens fir’ /In
(3LR)TMS, ri pp sep | (3) 89Aa bx** e BD®, cruzadas com machos mwh/mwh
(FROLICH E WURGLER, 1989); e Cruzamento de Alta Capacidade de
Bioativacado (“HB- High Bioactivation Cross”) cruzando fémeas virgens ORR /
ORR; fir*/ In (3 LR) TM3, ri p” sep I (3) 89 Aa bx** e Bd® com machos mwh/mwh
(GRAF et al., 1984).

Tais cruzamentos produziram dois tipos de progénie: individuos
transheterozigotos para os genes marcadores (MH), e individuos heterozigotos
para o cromossomo TM3 (BH) (GRAF et al., 1984; ANDRADE et al., 2003). Os
individuos BH diferenciam-se fenotipicamente dos individuos MH pela presenca
de recortes na borda das asas, caracteristica conferida pelo marcador Bd®,

deixando-as com aspecto serrilhado (GRAF et al., 1984).

32



Assim, a analise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de
mutagbes génicas, pequenas mutagdes cromossOmicas e recombinagdes
mitéticas proximais e distais. A analise dos individuos BH permite detectar
somente a ocorréncia de mutagbes génicas e pequenas mutacdes
cromossOmicas. Através da comparacdo dos resultados obtidos nos individuos
MH com os resultados obtidos nos individuos BH pode-se quantificar a real
contribuicdo da recombinagao para a genotoxicidade total do composto em estudo
(FRANCHI et al., 2008). No entanto, neste trabalho foram analisados somente
individuos MH.

Os cruzamentos das linhagens foram realizados em massa (100
fémeas x 50 machos), durante 3 dias, em vidros contendo meio de cultura padrao.
ApoOs este periodo, os casais foram transferidos para frascos contendo meio de
ovoposi¢ao, onde permaneceram por 8 horas. Passadas 72 4 horas do inicio do
periodo de ovoposicao foram coletadas as larvas de terceiro estagio, lavadas com
agua osmose reversa e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina.

Estas larvas foram transferidas para frascos de 25 mL contendo 1,5 g
de meio alternativo (puré de batatas) e acrescentados 5 mL das diferentes
concentragbes de nanotubos de carbono (50; 100; 150; 200 e 250 ug/mL). Para
controle positivo foi utilizada a doxorrubicina (DXR 0,4mM) e para o controle
negativo agua osmose reversa.

Foi realizado um teste de citotoxicidade, no qual 100 larvas por tubo de
tratamento foram expostas as concentragdes de nanotubos de carbono testadas.
O numero de moscas sobreviventes por tratamento fornece uma indicacdo da
toxicidade do composto.

Apos sofrer metamorfose, os individuos adultos foram transferidos para

recipientes contendo etanol 70%, até a montagem das laminas.
2.2.2 Preparacgéo e analise microscopica das laminas
Retirando-se as asas das moscas sob microscopio esteroscopico,

utilizando um par de pingas entomoldgicas, as laminas das asas dos adultos

tratados foram montadas em solugéo de Faure [goma arabica (30 g), glicerol (20
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mL), agua (50 mL) e hidrato de cloral (50 g)] e analisadas em microscopio optico
com aumento de 400 vezes (GRAF et al., 1984).

A analise dos tricomas, presente na superficie dorsal e ventral das
asas, permitiu a identificacdo de manchas de pélos mutantes que podem ser
classificadas como simples (mwh ou fIr3) ou gémeas (mwh e fir3 ).

Durante a analise microscopica foram registrados o tipo de mancha
(simples ou gémeas), o tamanho (pequenas - com 1-2 células mutantes - ou
grandes - com 3 ou mais células mutantes) e a posicao onde as manchas foram

encontradas.

2.2.3 Anélise estatistica

Para avaliar a significancia estatistica dos resultados obtidos, foi
realizado o procedimento proposto por Frei e Wirgler (1988), uma analise de
multiplas decisbes que gera quatro diferentes diagndsticos: positivo, fraco
positivo, negativo ou inconclusivo. O teste ndo paramétrico U de Mann, Whitney e

Wilcoxon foi utilizado para excluir resultados falsos positivos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a atividade mutagénica e/ou recombinogénica dos
nanotubos de carbono (NTCPM) utilizou-se o Teste para Detecgdo de Mutacéo e
Recombinacdo (SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster. O
teste SMART é considerado um teste rapido, barato, e que produz resultados
confiaveis e altamente reproduziveis (GRAF et al., 1984). Tem se destacado como
um instrumento preciso para discriminar simultaneamente agentes mutagénicos,
clastogénicos e/ou recombinogénicos. Além disso, pode ser utilizado para um
amplo espectro de agentes genotodxicos de diferentes classes quimicas, misturas
complexas e também particulas gasosas (AMARAL, 2001).

As concentragdes utilizadas neste experimento foram baseadas em
estudos de clonogenicidade e de viabilidade celular realizado por Franchi et al.
(2009). Para avaliar a citotoxicidade das concentragbes utilizadas em nosso

34



estudo, foram contados os individuos adultos dos tubos de tratamento com
NTCPM. A taxa de sobrevivéncia verificada em todas as concentracdes utilizadas
demonstra a auséncia de toxicidade das doses testadas.

Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Liu et
al. (2009) que detectaram a auséncia de toxicidade em um ensaio larval de
Drosophila melanogaster com nanotubos de carbono. Porém, em doses elevadas
(1000 ug/g) foi observado atraso no desenvolvimento larva-adulto, ainda que sem
significado estatistico.

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados obtidos nos experimentos
da avaliagcdo mutagénica dos nanotubos de carbono nas concentragdes de 50;
100; 150; 200 e 250 pg/mL, controle positivo (DXR 0,4 mM) e controle negativo
(dgua de osmose reversa). Nestas tabelas sdo encontradas, também, as
frequéncias de manchas mutantes: simples pequenas (MSP), simples grandes
(MSG), gémeas (MG) e o total de manchas (TM) nos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) do cruzamento padréo (ST) e do cruzamento de
alta bioativagao metabdlica (HB).

Os dados evidenciam que o TM observadas nos individuos MH do
cruzamento ST e HB, tratados com diferentes concentragdes de NTCPM, néao
foram estatisticamente significativos (P > 0,05), quando comparadas com a
frequéncia de manchas observadas no controle negativo (Tabelas 1 e 2). Desta
forma néao se justifica a analise dos individuos BH.

E importante ressaltar que mesmo com os altos niveis das enzimas de
metabolizacdo do tipo P450, produzidos pela linhagem ORR/AIF, ndo foram
observados aumentos estatisticamente significativo nas frequéncias de manchas,
quando foram analisados os individuos MH oriundos do cruzamento HB.

Considerando os resultados negativos no TM analisadas nos
tratamentos, podemos concluir que os NTCPM foram incapazes de induzir
toxicidade genética, relacionada com mutacbes génicas, cromossémicas e/ou
eventos recombinacionais em células somaticas de Drosophila melanogaster.

Existem poucos estudos aos quais os resultados encontratos neste
trabalho possam ser diretamente comparados. O que se observa na literatura é
uma série de resultados divergentes. Em varios estudos especificos conduzidos
com NTCs em cultura de células, foi demonstrado que os NTCs exercem um
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efeito genotdxico sobre a cultura, induzindo efeitos toxicos, redugdo da
proliferacdo celular, alteracdo da condutividade ibnica, peroxidacdo de lipidios,
estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e mudangas na morfologia celular
(SHVEDOVA et al., 2009; SHVEDOVA et al., 2003; REDDY et al., 2010). Sugerem
também a existéncia de uma interacao direta entre NTCs e o DNA, ou as
proteinas relacionadas ao DNA que poderiam levar a danos fisicos no material
genético (SINGH et al., 2009 apud FRANCHI et al., 2011).

Ha que se ressaltar que os NTCs podem conter impurezas metalicas,
ou seja, catalisadores usados durante seu crescimento. Estas impurezas podem
ser observadas nas extremidades, interior, nas paredes, presas em outras
nanoestruturas e no interior de cavidades grafiticas, podendo estar ligadas ou ndo
a atomos de carbono. Estes metais podem gerar EROs (espécies reativas de
oxigénio) em sistemas biologicos induzindo a um estado de estresse oxidativo,
um dos principais efeitos que governam a genotoxicidade de amostras de NTCs
(SHVEDOVA et al., 2003).

Embora ensaios de Vviabilidade celular realizados por alguns
pesquisadores tenham detectado que amostras de NTCPS, contendo residuos de
ferro, possuem um alto potencial citotoxico (FRANCHI et al., 2011), as amostras
utiizadas de NTCPM do presente estudo, catalisadas com C, O, Fe, nao
apresentaram citotoxicidade no teste empregado, que pode estar associado ao
elevado teor de pureza dos nanotubos utilizados nesse estudo, sendo apenas
1,5% proveniente de 6xido de ferro e os outros 98,5% de carbono.

Uma propriedade inerente das nano-particulas relaciona-se a suas
caracteristicas hidrofébicas, o que leva a acumulo de aglomerados e a respostas
biolégicas controversas - ja que solugbes de NTCs, contendo muitos
aglomerados, apresentam respostas genotoxicas negativas. (SINGH et al., 2009).
No entanto a funcionalizagdo dos NTC, pode modificar drasticamente suas
propriedades, como solubilidade, reatividade e propriedades eletrénicas. Dentre
0s objetivos da funcionalizagdo de NTC destaca-se o de viabilizar a aplicacéo de
NTC em sistemas que dependem diretamente da neutralizacdo das interagbes
tubo a tubo, caracterizadas como interacfes de Van der Waals, responsaveis pela
alta hidrofobicidade destes, o que dificulta a sua aplicagdo principalmente em

meio biologico. Assim, a neutralizacdo dessas forcas de interagdo é decisiva para
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a aplicacdo dos nanotubos em sistemas biolégicos pois, para tal finalidade os
NTC devem ser sollveis em agua para que a sua biocompatibilidade seja
estudada (NASCIMENTO, 2008).

Estudos demostram que os nanotubos quando funcionalizados se
apresentam em estado desagregado e resultam em uma menor toxicidade em
cultura de células (OLIVEIRA et al., 2011). A funcionalizagéo torna os NTCs mais
biocompativeis e, portanto, facilita a sua interacdo com moléculas organicas,
biolégicas ou com outros grupos quimicos, como farmacos ou DNA (SINNOTI,
2002). Sendo assim, a auséncia da genotoxicidade, verificada em nosso estudo,
podem também estar associada ao uso de NTCs funcionalizados.

Poucos estudos tém relatado as interagbes das nanoparticulas com
Drosophila. Porém, em 2007, Leeuw et al. em um estudo realizado com
nanotubos de parede simples (NTCPS), utilizando microscopia de fluorescéncia,
avaliaram variagdes de concentragdes de nanotubos entre tecidos de Drosophila.
Os videos construidos a partir de sequéncias de imagens de fluorescéncia
mostram claramente movimentos peristalticos do sistema digestivo. Observa-se
que os nanotubos ingeridos passam através do sistema digestivo, e apenas uma
pequena fragdo, se incorpora aos tecidos. Para determinar se algum dos NTCPS
ingeridos atravessou a parede do intestino e penetrou no interior das larvas,
tecidos individuais foram removidos, fixados, e analizados para NIR fluorescéncia
e constatado que niveis baixos de fluorescéncia de nanotubo foram detectados
em todos os tecidos examinados.

Estes dados sugerem que a auséncia do efeito genotoxico pode estar,
também, relacionada a pequena quantidade de nanotubos incorporados aos
tecidos. Provavelmente a quantidade que penetrou no nucleo das células do disco
imaginal ndo foi suficiente para causar um efeito genotéxico no organismo
testado. No entando, uma variedade de mecanismos pode influenciar no perfil

genotoxico desses nanomateriais.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

A estratégia experimental utilizada neste trabalho permitiu evidenciar a
auséncia de efeitos genotdxicos dos nanotubos de carbono, funcionalizados, de
paredes multiplas em células somaticas de Drosophila melanogaster. No entanto,
€ importante ressaltar que varios mecanismos interferem nos resultados de
toxicidade destes biomateriais como a estrutura, o estado de agregacgao e o teor
de pureza dos NTCs e, principalmente, a funcionalizagdo aplicada, responsavel
por modificar as propriedades, como solubilidade, reatividade e propriedades
eletrébnicas. Dessa maneira, outras investigacdes in vivo devem ser realizadas

antes de qualquer aplicacdo clinica e/ou industrial dos NTCs.
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Tabela 1- Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila
melanogaster, do cruzamento padrao, tratados com diferentes concentragées de nanotubos de carbono (50, 100, 150, 200,

250 pg/mL), controle positivo (DXR 0,4mM) e controle negativo (dgua osmose reversa).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh°
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/fir?

Contr. Neg. 40 0,30 (12) 0,10 (04) 0,05 (02) 0,45 (18) 18
DXR 0,4 mM/mL 60 0,80 (48) + 1,10 (66) + 0,83 (50) + 2,73 (164) + 154
Nano 50mg/mL 60 0,33 (20) i 0,03 (02) - 0,02 (01)i 0,38 (23) - 22
Nano 100mg/mL 60 0,40 (24)i 0,07 (04)i 0,00 (00)i 0,47 (28) - 28
Nano 150mg/mL 60 0,50 (30)i 0,03 (02) - 0,00 (00)i 0,53 (32) [ 32
Nano 200mg/MI 60 0,30 (18) i 0,05 (03) i 0,02 (01)i 0,37 (22) - 22
Nano 250mg/MI 60 043 (26) i 0,08 (05 i 0,02 1 i 0,53 (32 i 31

6€

m, fator de multiplicagao para a avaliagéo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia (1111 0,05
®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
®Incluindo manchas simples fIr’ raras.

°Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



Tabela 2- Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila

melanogaster, do cruzamento de alta bioativagéo, tratados com diferentes concentragbes de nanotubos de carbono (50,

100, 150, 200, 250 pyg/mL), controle positivo (DXR 0,4mM) e controle negativo (agua osmose reversa).

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh°®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?

Contr. Neg. 60 0,92 (55) 0,10 (06) 0,05 (03) 1,07 (64) 63
DXR 0,4 mM/mL 60 1,10 (66) - 1,25 (75) + 0,80 (48) + 3,15 (189) + 180
Nano 50 mg/mL 60 0,85 (51) - 0,05 (03) - 0,03 (02) i 0,93 (56) - 55
Nano 100 mg/mL 60 0,85 (51) - 0,03 (02) - 0,00 (00) - 0,88 (53) - 52
Nano 150 mg/mL 60 1,20 (72) - 0,08 (05 i 0,02 (01)i 1,30 (78) - 78
Nano 200 mg/mL 60 1,03 (62) - 0,08 (05) i 0,07 (04)i 1,18 (71) - 71
Nano 250 mg/mL 60 0,97 (58) - 012 (O7)i 0,02 (01 i 1,10 (76) - 66

m, fator de multiplicagcao para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 0,05

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
®Incluindo manchas simples fir’ raras.
°Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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