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RESUMO

As nanopartículas de óxido de zinco possuem ampla faixa de absorção de radiação, alta

fotoestabilidade e estabilidade química, sendo consideradas excelentes bactericidas. O óxido

de zinco (ZnO) é um aditivo alimentar considerado seguro em baixas concentrações, no

entanto a substância pura pode levar à citotoxicidade por meio da liberação de íons Zn²+. A

dopagem de nanopartículas (NPs) traz vantagens ao diminuir possíveis efeitos negativos, pois

modificam a estrutura das NPs, com o intuito de melhorar seu desempenho. No presente

estudo, a nanopartícula de óxido de zinco foi dopada com o metal de transição cobre. Assim,

objetivou-se investigar a biocompatibilidade das NPs de ZnO dopadas com 0,4% de cobre,

utilizando Drosophila melanogaster como modelo in vivo. Os animais foram expostos às

concentrações finais de 0,00 a 2,00 mg/mL de NPs de ZnO puras ou dopadas com 0,4% de

cobre. Os índices de mortalidade, citotoxicidade e longevidade foram avaliados após a

exposição dos animais às substâncias via oral. Foi observado que moscas expostas ao ZnO

puro sofreram com alto índice de morte larval, baixo número de pupas formadas e animais

que chegaram até a fase adulta, completando o ciclo de desenvolvimento. Tais impactos

negativos foram significativamente diminuídos com a dopagem das NPs com o cobre.

Portanto, a presença de cobre nas amostras de NPs de ZnO contribuiu significativamente para

a melhora da biocompatibilidade dessas NPs, aumentando o índice de sobrevivência dos

animais e diminuindo a citotoxicidade observada. Os dados obtidos no presente trabalho

contribuirão para a compreensão do perfil toxicológico das NPs de óxido de zinco, e também

poderão fundamentar estudos posteriores relacionados à toxicidade das substâncias aqui

testadas.

Palavras-chave: nanotoxicidade, mosca-da-fruta, biocompatível, Drosophila.



ABSTRACT

Zinc oxide nanoparticles have a wide range of radiation absorption, high photostability and

chemical stability, being considered excellent bactericides. Zinc oxide (ZnO) is a food

additive considered safe in low concentrations, however the pure substance can lead to

cytotoxicity through the release of Zn²+ ions. The doping of nanoparticles (NPs) brings

advantages by reducing possible negative effects as they modify the structure of NPs, in order

to improve their performance. In the present study, the zinc oxide nanoparticle was doped

with the copper transition metal. Thus, the aim was to investigate the biocompatibility of ZnO

NPs doped with 0.4% copper, using Drosophila melanogaster as an in vivo model. The

animals were exposed to final concentrations of 0.00 to 2.00 mg/mL of pure ZnO NPs or

doped with 0.4% copper. Mortality, cytotoxicity and longevity rates were evaluated after

exposing the animals to substances orally. It was observed that flies exposed to pure ZnO

suffered from a high rate of larval death, a low number of formed pupae and animals that

reached the adult stage, completing the development cycle. Such negative impacts were

significantly reduced with the doping of NPs with copper. Therefore, the presence of copper

in the samples of ZnO NPs contributed significantly to the improvement of the

biocompatibility of these NPs, increasing the survival rate of the animals and decreasing the

observed cytotoxicity. The data obtained in the present work will contribute to the

understanding of the toxicological profile of zinc oxide NPs, and may also support further

studies related to the toxicity of the substances tested here.

Keywords: nanotoxicity, fruit fly, biocompatible, Drosophila.
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1. INTRODUÇÃO

Quando uma partícula é reduzida à escala nanométrica <100 nanômetros, uma

partícula pode adquirir propriedades não existentes na partícula de tamanho normal. O

tamanho em nanoescala aumenta a razão superfície/volume das nanopartículas (NPs),

tornando-as mais reativas, já que haverá um número maior de átomos expostos em sua

superfície (ESLAHIAN et al., 2014). Essa característica também permite o ajuste químico das

nanopartículas, tornando-as mais termicamente e quimicamente estáveis (SILVA et al., 2021).

Desse modo, a nanotecnologia é uma área em constante expansão, pois o uso das NPs pode

ser incorporado a diversos setores, potencializando a qualidade de materiais e produtos. Na

indústria biomédica, as NPs atuam como biocarreadores de medicamentos e em terapias

menos invasivas contra o câncer, por exemplo (AWASTHI et al., 2018; HASSANIEN;

HUSEIN; AL-HAKKANI, 2018; MAHATO, K. et al., 2019).

As nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) possuem ampla faixa de absorção de

radiação, altas fotoestabilidade e estabilidade química, sendo consideradas excelentes

bactericidas. O ZnO é um aditivo alimentar considerado seguro em baixas concentrações pela

Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (ESPITIA et al., 2012) e também é

utilizado em embalagens alimentícias para evitar a proliferação de biofilmes

(MAHAMUNI-BADIGER et al., 2020). Graças às propriedades supracitadas, as

nanopartículas de óxido de zinco são amplamente utilizadas na indústria biomédica na

composição de protetores solares e cremes (RADZIMSKA; JESIONOWSKI, 2014). Para

além disso, já foi constatado seu uso no tratamento de águas residuais, complementado com

desinfecção por UV (ELMI et al., 2014).

O método de dopagem de nanopartículas consiste em inserir outras substâncias em sua

rede cristalina com o intuito de melhorar seu desempenho (BHATTACHARYA; NEOGI,

2019). No presente trabalho, a nanopartícula de óxido de zinco foi dopada com o metal de

transição cobre. Estudos apontam que a dopagem com o cobre potencializou a atividade

fotocatalítica das NPs de óxido de zinco (SINGHAL et al., 2012). Essa propriedade

incrementada após a dopagem permitiu a aplicabilidade dessas nanopartículas em sensores de

umidade, por exemplo, que são muito importantes na fabricação de alimentos e de produtos

médicos e farmacêuticos (THIWAWONG; ONLAOR; TUNHOO, 2013).

Sabe-se que as principais rotas de exposição dos organismos vivos às nanopartículas

são a ingestão, a inalação o ou contato direto com a pele. E que as nanopartículas, por terem

sido estruturalmente modificadas, podem ser mais tóxicas que as partículas em tamanho
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comum. Após sua eliminação, essas substâncias podem impactar o meio ambiente por meio

do processo de lixiviação. Uma vez no solo, o pH (potencial hidrogeniônico) presente no

ambiente pode degradar as nanopartículas de óxido de zinco, liberando íons de Zn²+

(RAJPUT et al., 2018). Estudos apontam que a incorporação das NPs de ZnO pode se dar pela

entrada de íons livres de ZnO²+ na célula, sendo uma possível via de toxicidade (DENG et al.,

2009). O estudo in vitro em células alveolares realizado por Mihai et al. (2015) constatou

citotoxicidade causada pelo acúmulo de íons Zn²+ nos endossomos e lisossomos. Danos aos

lisossomos são apontados como a principal causa de perturbação da homeostase celular, o que

leva à citoxicidade (CHO et al., 2011). Esses dados são extremamente significativos, pois uma

das principais vias de exposição às nanopartículas é justamente a inalação.

Como animal modelo, a mosca-da-fruta Drosophila melanogaster é bem estabelecida

na área da nanotoxicologia em virtude das suas características promissoras. A Drosophila

possui um ciclo de vida curto e com fases bem marcadas, o que possibilita a realização de um

maior número de experimentos em um curto espaço de tempo. Adicionalmente, é possível

acompanhar o efeito de substâncias em todos os estágios de vida do animal, com a

possibilidade de assistir mais de uma geração. Apesar de ser um animal com a organização

corporal bem simples, há homologia com o sistema organizacional do corpo humano. Cerca

de 70% dos genes relacionados a doenças humanas permanecem conservados em Drosophila,

tornando o animal uma excelente ferramenta para o estudo de diversos tipos de patologias, o

que pode contribuir significativamente com o progresso científico e beneficiar diretamente a

sociedade (ONG et al., 2015). O emprego da Drosophila como ferramenta do estudo de NPs

possibilita a obtenção de resultados em um tempo reduzido, o que facilita o entendimento da

toxicidade e viabiliza a disponibilidade de trabalhos sobre essas substâncias emergentes,

favorecendo a elaboração de usos seguros dessas substâncias nas indústrias médicas e

alimentícias, por exemplo.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 Nanopartículas: história, aplicabilidades e impactos

O conceito de manipular a matéria em nível atômico e molecular, atrelado à

nanotecnologia, foi introduzido no ano de 1959 pelo ganhador do Prêmio Nobel Richard

Feynman (BAYDA et al., 2020). Apesar de ser um conceito moderno, o uso dessa tecnologia

é datado do século 17 em vitrais que são, hoje, mundialmente famosos. Artesãos da época

atingiam o efeito colorístico característico desses vitrais graças à presença recém-descoberta

de nanopartículas de ouro e prata na composição dos vidros, que refletiam as cores observadas

(CHAN, 2008).

As nanopartículas podem ocorrer de forma natural no meio ambiente e são geradas a

partir de processos físicos, químicos ou biológicos. Por meio da foto-oxidação ou da

fragmentação física, por exemplo, as NPs participam do ciclo biogeoquímico da Terra. Nas

grandes cidades, a combustão do combustível está diretamente associada à liberação de NPs

na atmosfera (EVELYN; MANNICK; SERMON, 2003). No meio ambiente, as NPs que

ocorrem naturalmente podem vir a coexistir com NPs sintetizadas artificialmente,

classificadas por Lespes, Faucher e Slaveykova (2020) como “nanopartículas antropogênicas”

(ANPs). As ANPs são nanopartículas sintetizadas a partir de processos que envolvam a

atividade humana e podem ser geradas propositalmente para um uso específico ou de forma

desproposital, com a geração de lixo e resíduos (LESPES; FAUCHER; SLAVEYKOVA,

2020).

A nanociência estuda estruturas e moléculas que possuem entre 1 e 100 nanômetros –

o equivalente a um bilionésimo do metro. O tamanho em nanoescala permite compreender as

características físicas e químicas em uma escala menor, explorando novas e promissoras

propriedades (YATTINAHALLI; KAPATKAR; MATHAD, 2016) que são aproveitadas pela

nanotecnologia com o processamento, a síntese e a aplicação dos nanomateriais. Assim, as

NPs são caracterizadas como substâncias particuladas que possuem ao menos uma de suas

dimensões menores que 100 nanômetros. Graças ao tamanho em nanoescala, as NPs possuem

uma maior área de superfície. Desse modo, há um maior número de átomos expostos,

tornando-as mais reativas (NEL et al., 2006). Além disso, essas substâncias apresentam

melhores propriedades térmicas, mecânicas e de resistência quando comparadas a substâncias

em tamanho natural (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).
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Embalagens alimentícias já contam com os benefícios da incorporação de NPs em sua

composição. A presença das NPs garante o prolongamento da vida útil dos alimentos, pois

proporcionam excelente atividade antibacteriana e antifúngica (MUÑOZ-HERNÁNDEZ et

al., 2018). Para além da conservação de alimentos, as NPs são cada vez mais utilizadas para

aprimorar o tratamento de diversas doenças, além de garantir um rápido diagnóstico por meio

de direcionamento para células específicas (MITCHELL et al., 2021). Em relação aos

tratamentos quimioterápicos convencionais, as NPs possuem melhor biodistribuição,

especificidade – atuam apenas e diretamente nas células cancerígenas – e permitem contornar

a resistência medicamentosa, já que se acumulam nas células sem ser reconhecidas pelos

principais mediadores de resistência a medicamentos (CHO et al., 2008).

2.2 Nanotoxicologia

É inerente à nanociência a preocupação com a toxicidade das NPs, pois as

propriedades que impulsionam seu uso são as mesmas que podem vir a prejudicar organismos

vivos e o meio ambiente. O tamanho em nanoescala, a facilidade em transferir elétrons e o

aumento da biodisponibilidade são propriedades de alto interesse na nanomedicina; porém, a

facilidade de penetração das NPs em células vivas pode estar associada com altos níveis de

toxicidade (MARANO et al., 2016).

Os impactos toxicológicos das NPs estão relacionados às suas características

físico-químicas e a suas interações com os organismos vivos ou o meio no qual a substância

está depositada. Em ambiente aquático – provavelmente o destino final do descarte de NPs

(DAUGHTON, 2004) –, a soma das características de determinada NP com fatores

ambientais como pH, temperatura e outros compostos dispersos no meio pode influenciar em

menor ou maior escala a toxicidade da substância (WALTERS; POOL; SOMERSET, 2016). O

pH, por exemplo, afeta diretamente as cargas superficiais das NPs, influenciando no seu nível

de agregação (GILBERT; LU; KIM, 2007). Os organismos vivos ali presentes podem

internalizar as NPs através de absorção direta ou através de epitélios respiratórios, como é o

caso das brânquias.

A importância do estudo da toxicidade dessas substâncias se deve ao fato de, por

serem relativamente novas, existirem poucos materiais disponíveis (OSTROWSKI et al.,

2009). Em consequência, apesar de alguns organismos vivos já possuírem um sistema de

defesa contra compostos orgânicos (xenobióticos) ou produtos de origem de combustão
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natural (cinzas vulcânicas), os mesmos não desenvolveram nenhum sistema capaz de inibir

diretamente a toxicidade das NPs. As NPs entram nas células através de processos de

endocitose e podem partir para a circulação sistêmica, impactando todo o organismo (Figura

1). Em peixes, o órgão-alvo das NPs é o fígado, de onde as substâncias partem para as células

hepáticas. A partir desse ponto, as NPs podem impactar negativamente a cadeia trófica,

chegando a atingir a saúde humana (MOORE, 2006).

Figura 1. Representação esquemática da internalização celular das nanopartículas através de mecanismos de
endocitose.

Os mecanismos de endocitose por meio dos quais as NPs podem entrar na célula são variados e
interdependentes. Cada mecanismo é controlado através de moléculas específicas (lípidios, proteínas de
transporte etc.). Adaptado de Donahue, Acar e Wilhelm (2019).

A inalação é a rota mais comum de exposição dos organismos vivos às NPs. Quando

inaladas, a primeira barreira que encontram é a nasofaríngea – os cílios presentes na narina

garantem o aprisionamento das NPs. Caso não haja a total contenção e as NPs acabem no

pulmão, será papel dos macrófagos alveolares controlar o agente prejudicial. Qualquer
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comprometimento das vias de defesa pode levar a doenças pulmonares sérias como bronquite

crônica, enfisema pulmonar e câncer (NEL et al., 2006).

Outras vias de exposição são a absorção dérmica, a ingestão e a injeção, relacionadas

com o uso mais recente das nanopartículas (Figura 2). Em relação à via oral, já é possível

encontrar as substâncias na fabricação de alimentos, atuando como aditivos alimentares ou na

fabricação de embalagens que aumentem a vida útil dos alimentos. A via intravenosa está

relacionada com o avanço científico percebido no uso das NPs na fabricação de vacinas,

inclusive contra o COVID-19 (GUERRINI et al., 2022). A exposição dérmica envolve o

contato direto da pele com as NPs, já que as mesmas estão presentes nos ingredientes de

cremes e protetores solares, por exemplo (RAMOS et al., 2017).

Figura 2. Principais vias de toxicidade das nanopartículas.

Figura representativa das principais vias de exposição das nanopartículas em seres humanos e as rotas de
toxicidade das substâncias uma vez alojadas no organismo. Adaptado de Yildirimer et al. (2011).
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2.3 Nanopartículas de óxido de zinco dopadas com cobre

Para incrementar propriedades já existentes ou trazer melhorias às NPs, é utilizado o

método de dopagem. Por meio desse método, são incorporados outros compostos na rede

cristalina das NPs, ocasionando mudanças nas suas configurações eletrônicas, físicas e

químicas (SIRELKHATIM et al., 2015). Nesse cenário, a estabilidade química das NPs de

ZnO em meio aquoso foi significativamente melhorada por meio da dopagem com o metal de

transição ferro (GEORGE et al., 2010).

Os íons de cobre e zinco desempenham papéis essenciais na homeostase celular. Esses

íons são elementos-chave para diversas enzimas, pois atuam na ativação, potencialização e na

estrutura enzimática. A presença de cobre e sua homeostase está diretamente relacionada aos

mecanismos de neurotransmissão. Ambos estão envolvidos na homeostase redox, então é

necessário garantir o equilíbrio entre aquisição, distribuição e uso desses íons para evitar o

distúrbio da homeostase celular (NAVARRO; SCHNEUWLY, 2017).

Além de participarem de processos metabólicos vitais para todos os organismos vivos

(HARISHCHANDRA et al., 2020; MIRZAEI; DARROUDI, 2017), o óxido de zinco e o

cobre, quando em nanoescala, possuem grande atividade bactericida. Um dos mecanismos

sugeridos, envolvidos na atividade bactericida observada, é a capacidade de ambas as

substâncias produzirem espécies reativas de oxigênio (EROs). As NPs liberam íons metálicos

que levam ao acúmulo de agentes oxidantes, e esse acúmulo danifica as estruturas internas das

bactérias (TANG; ZHENG, 2018; BHAGAT et al., 2021; SIRELKHATIM et al., 2015),

eliminando-as. A dopagem de NPs de ZnO com cobre aumentou a atividade antibacteriana do

ZnO, contribuindo positivamente para o tratamento de doenças causadas por bactérias

multirresistentes (HASSAN et al., 2017).

A abordagem promissora da dopagem das NPs de ZnO com cobre no tratamento

contra o câncer elucida novas vias para o tratamento da doença. O grupo de pesquisa de Li et

al. (2019) realizou diversos trabalhos envolvendo o uso de NPs e o tratamento contra o

câncer. Além de inibirem a proliferação de células cancerígenas pela geração de ROS, a

dopagem de NPs de ZnO com cobre garantiu a diminuição do câncer pancreático por meio da

indução de autofagia celular, in vivo e in vitro.
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2.4 Drosophila melanogaster

Estudos de toxicidade visam compreender os perfis toxicológicos de substâncias para

garantir o uso seguro das mesmas e podem ser realizados por meio de análises in vitro e in

vivo. As análises in vitro consistem em compreender os impactos da substância em nível

celular investigando, por exemplo, viabilidade celular – medindo a morte celular provocada

pela substância – e danos ao ácido desoxirribonucleico (DNA). Já os estudos in vivo são

realizados em organismos modelo, onde se busca compreender os impactos que a substância

pode ter sobre processos fisiológicos ou comportamentais de organismos vivos (FISCHER;

CHAN, 2007). Assim, a seleção do organismo modelo a ser utilizado nos testes toxicológicos

in vivo vai depender do objetivo central do estudo.

Figura 3. Homologia organizacional da Drosophila melanogaster e seres humanos.

Representação da organização corporal da Drosophila melanogaster e similaridade organizacional e funcional
com os seres humanos, o que impulsiona o uso da mosca para estudos in vivo na área da nanotoxicidade.
Adaptado de Buchon, Silverman e Cherry (2014).
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A escolha da Drosophila melanogaster se deve principalmente ao fato de a mosca ser

um modelo já bem estabelecido na área da nanotoxicologia em virtude de suas características

biológicas. O ciclo de vida normal da Drosophila totaliza 10 dias e possui 4 estágios de

desenvolvimento bem marcados: ovo, 3 estágios larvais (L1, L2 e L3), pupa e adulto

(JENNINGS, 2011). O reduzido ciclo de vida da mosca permite que em um curto espaço de

tempo sejam feitas diferentes análises. Além do mais, é possível acompanhar os efeitos das

substâncias testadas em todos os estágios de vida do animal. A organização corporal da

Drosophila é relativamente simples em comparação aos vertebrados, porém o animal oferece

sistemas fisiologicamente relevantes, muito semelhantes aos dos seres humanos (Figura 3).

Com as ferramentas oferecidas por esse organismo modelo, é possível prever como a

toxicidade das NPs afetaria organismos não alvo – abelhas, animais marinhos, plantas – e

também indivíduos que façam uso diário de produtos contendo as substâncias, como é o caso

dos seres humanos. Como exemplo, podemos destacar um estudo sobre o impacto de

nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2) adicionadas a um corante alimentar muito presente

em doces. Foi observado que as moscas expostas às doses diárias consumidas por seres

humanos apresentaram baixa fecundidade, e a interferência negativa do corante foi observada

em mais de uma geração (JOVANOVIĆ et al., 2018).
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3. HIPÓTESE

A dopagem das NPs de ZnO puro com cobre melhora a biocompatibilidade dessas NPs,

diminuindo a toxicidade observada.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a toxicidade in vivo de nanocristais de óxido de zinco dopados com cobre,

utilizando Drosophila melanogaster como modelo animal.

4.2 Objetivos específicos

● Investigar os efeitos das nanopartículas sobre o ciclo de vida da Drosophila;

● Avaliar, por meio de ensaios in vivo, a biocompatibilidade da dopagem dos

nanocristais de óxido de zinco com o metal de transição cobre;

● Avaliar a citotoxicidade causada pelos nanocristais de óxido de zinco puro e dopados

com cobre.
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5. MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Síntese e caracterização das nanopartículas

Os nanocompósitos foram sintetizados e caracterizados pela Profa. Dra. Anielle

Christine no Laboratório de Novos Materiais Nanoestruturados e Funcionais (LNMNF),

localizado no Instituto de Física (IF), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). O método

de síntese utilizado foi o de coprecipitação, o qual possui o número de patente

BR1020180077.

A caracterização das propriedades estruturais e ópticas dos NCs foram investigadas

pelas técnicas de difração de Raios-X (DRX). As medidas de DRX foram realizadas no

Laboratório de Multiusuário do Instituto de Física da Universidade Federal de Alagoas.

5.2 Acondicionamento dos animais

Os animais utilizados para os fins deste estudo eram oriundos do biotério do

Laboratório de Análise in vivo da Toxicidade (LAVITOX), localizado no Instituto de Ciências

Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Alagoas. As moscas da espécie Drosophila

melanogaster, da linhagem Canton S, permaneciam armazenadas em garrafas plásticas

contendo aproximadamente 25 mL de meio padrão da Drosophila (fubá, açúcares, levedo de

cerveja e antifúngicos) sob uma temperatura de 25 ºC.

5.3 Exposição às nanopartículas

Para as análises realizadas, o método de exposição selecionado foi o via oral. Foram

feitas soluções estoque na concentração de 33 mg/mL de nanopartículas de óxido de zinco

puro ou dopado com 0,4% de cobre. Cada solução foi sonicada por trinta minutos para melhor

dissolução da substância. Posteriormente, foi adicionado ao meio de cultura padrão da

Drosphila o volume correspondente às concentrações finais: 0,00; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00

mg/mL em 4,0 mL de meio padrão. Larvas de primeiro estágio de desenvolvimento (L1)

ficaram expostas à comida contendo a substância pelo tempo estabelecido em cada

experimento.
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5.4 Avaliação dos impactos sobre o ciclo de vida da Drosophila

Os impactos das NPs sobre o ciclo de desenvolvimento foram avaliados inserindo

larvas L1 (N = 35/replicata) em frascos de vidro (vials) contendo volume final de 4 mL de

meio padrão acrescidos da quantidade de substância correspondente às concentrações

supracitadas. Foram realizadas 6 replicatas por concentração de cada grupo testado (grupo

controle, NPs de ZnO puro e NPs de ZnO dopadas com 0,4% de cobre). A avaliação consistiu

em acompanhar diariamente o desenvolvimento dos animais em meio contendo as NPs,

comparando-o com o grupo controle, que se desenvolveu apenas em meio padrão.

Passados cinco dias de experimento, as primeiras pupas do grupo controle começaram

a surgir; com isso, passou-se a contabilizar quantas pupas eram formadas por dia em todos os

tratamentos e no grupo controle. O mesmo acompanhamento foi feito com os animais adultos

após eclosão, separando-os em machos ou fêmeas, de acordo com o tratamento analisado.

Esses mesmos animais foram utilizados no ensaio de lifespan, onde foi avaliado se as NPs

teriam algum impacto sobre o tempo total de vida da Drosophila.

5.5 Lifespan

O experimento de lifespan tem por objetivo verificar se a substância de estudo terá

algum impacto sobre a longevidade dos animais. O tempo total de vida da Drosophila, em

condições normais, é de uma média de cinquenta dias (LINFORD et al., 2013). Assim,

pretende-se comparar animais desenvolvidos em meio contendo as substâncias com o grupo

controle, desenvolvido apenas em meio padrão.

Para realizá-lo, os animais emergentes no experimento do item 4.4 são separados por

sexo, de acordo com a concentração e tipo de substância (dopada ou pura) ou grupo controle.

Esses animais são transferidos para vials contendo 4 mL de meio padrão. É feita uma troca de

vial a cada três dias, para evitar o crescimento de fungos na comida. A cada troca são

contabilizados os indivíduos mortos, atribuindo “1” para quando houver morte e “0” para

quando não houver.
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5.6 Ensaio de toxicidade

Sendo a via oral escolhida como via de exposição às NPs, optou-se por um ensaio

onde fosse possível medir a toxicidade das substâncias após a ingestão. O corante comercial

azul de tripano (AT) possui seletividade por células que sofreram algum dano na membrana.

No método de exclusão do corante utilizando AT, o órgão-alvo é o intestino, tecido que entra

em contato direto com as NPs por causa da via de exposição escolhida. Assim, em células que

sofreram algum dano pela ingestão de NPs, a membrana torna-se permeável ao corante.

Para a análise, larvas L1 (N=20) foram expostas as NPs em frascos de vidro contendo

4 mL de meio padrão acrescido da quantidade de substância correspondente às concentrações

em estudo. Os animais do grupo de controle positivo foram expostos ao herbicida Imazetapir

(IMZ) na concentração comercial de 10 mg/mL, pois a citotoxicidade do herbicida foi

comprovada em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa. O grupo controle

permaneceu em desenvolvimento apenas em meio padrão.

As larvas ficaram expostas por três dias e, no quarto dia, o ensaio de exclusão foi

realizado. A exposição foi feita inserindo cinco larvas/concentração em placa de Petri

preparada com agarose 0,8% contendo 10% de AT e 5% de sacarose, onde permaneceram por

trinta minutos. Passado esse período, as larvas foram lavadas em PBS (phosphate buffered

saline, sigla em inglês para tampão fosfato salino) 1X, colocadas em microtubos previamente

identificados e foram anestesiadas durante cinco minutos em freezer. A análise foi feita em

microscópio estereoscópio, onde foram tiradas fotos dos animais inteiros e também dos

intestinos após dissecação. A porcentagem final/concentração de intestinos que apresentaram

a coloração azul (positivo para morte/dano celular) indicou quão tóxica a concentração da

substância se apresentou aos animais.

5.7 Análises estatísticas

A análise de dados foi realizada usando o Graphpad Prism software (version 8.0,

GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A diferença entre os grupos testados foi

abordada através de Análise de Variância Unidirecional (ANOVA), onde o nível de

significância foi estabelecido em p < 0,05. Para múltiplas comparações, foi utilizado o teste

Bonferroni.
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Caracterização das nanopartículas

Com a técnica de DRX são avaliadas as propriedades estruturais dos materiais

(MOURDIKOUDIS, S.; PALLARES, R.; THANH, N., 2018). Após o material ser submetido

ao processo de DRX, é gerado um difratograma contendo as características estruturais do

material testado. Nos difratogramas obtidos, é possível identificar a formação de picos

característicos de difração de ZnO com estrutura cristalina hexagonal (Figura 4 A).

Figura 4. Caracterização das NPs de ZnO puras e após dopagem com o cobre.
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Caracterização dos nanocristais de óxido de zinco puros e dopados com íons de cobre. (A) e (B) Difratogramas

de Raios-X dos nanocristais de óxido de zinco puros e dopados cobre, mostrando a formação de picos

característicos de ZnO e a incorporação de íons de cobre na amostra.

Com o aumento da concentração de cobre, observa-se picos adicionais característicos

a nanocristais de CuO formados. A porcentagem de fase de CuO foi calculada e é mostrada no

inset da Figura 4 B, em que observa-se formação de nanocristais de CuO apenas para

concentrações maiores que 4wt%. Os resultados obtidos confirmam a incorporação dos íons

de cobre na amostra de ZnO.

6.2 Avaliação dos impactos sobre o ciclo de vida da Drosophila

Foram observados impactos negativos sobre o ciclo de vida dos animais em ambas as

substâncias, iniciando-se no estágio larval. Tanto nos animais expostos às NPs de ZnO puro

quanto nas dopadas com cobre, foi observado atraso no desenvolvimento larval, onde as

larvas levaram mais tempo para avançar no ciclo de desenvolvimento em comparação ao
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grupo controle. Em relação a esse grupo, foi observado que as larvas levaram de um a três

dias a mais para atingir o estágio pupal quando expostas a ZnO dopado e puro,

respectivamente (Figura 5). O atraso no desenvolvimento de larvas expostas às NPs de óxido

de zinco foi constatado por estudos anteriores, que apontaram que a toxicidade se comportou

de maneira concentração-dependente (NG et al., 2017). Assim, quanto maior a concentração à

qual os animais foram expostos, maior foi a quantidade de dias de atraso.

Durante a fase larval, os animais precisam consumir comida suficiente para armazenar

energia para o estágio de pupa, um estágio inativo durante o qual os animais não se alimentam

(AGUILA et al., 2007). O fato de os animais ingerirem mais comida nessa fase (SABAT et

al., 2016) pode estar diretamente relacionado ao atraso observado, já que as larvas expostas às

substâncias, nesse caso, consumiriam mais NPs. A maior ingestão de substâncias na fase

larval foi observada no trabalho de Jovanović et al. (2018), onde as larvas apresentaram um

acúmulo corporal de NPs de dióxido de titânio de 9-10X mais que nos adultos. Apesar de

estar positivamente associado a processos metabólicos essenciais ao organismo, a dissolução

do óxido de zinco em íons livres Zn+ está diretamente vinculada à toxicidade da substância

(NG et al., 2017); o estudo in vitro em células alveolares realizado por Mihai et al. (2015)

constatou citotoxicidade causada pelo acúmulo de íons Zn²+ nos endossomos e lisossomos,

levando ao estresse oxidativo. Danos aos lisossomos são apontados como a principal causa de

perturbação da homeostase celular, o que leva à citoxicidade (KAO et al., 2012).

Figura 5. Taxas de pupas formadas por dia por animais expostos às NPs de ZnO puro.
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Número de pupas formadas por dia em animais expostos às NPs de ZnO (A) dopado com 0,4% de cobre e (B)
puro, em relação ao grupo controle. A taxa de pupas formadas foi calculada com base no número total de pupas
contabilizadas ao final do experimento em cada repetição. Os dados evidenciam a biocompatibilidade do cobre,
pois a quantidade de pupas formadas por dia foi maior nos animais expostos à substância dopada do que aqueles
expostos à substância pura (ANOVA, p < 0,05).

Tendo em vista o número de pupas formadas por dia, foi possível verificar que os

animais tratados com as NPs de ZnO dopadas com o cobre (Figura 5 A) formaram mais

pupas; tanto na concentração mais baixa quanto na mais alta, os indivíduos que consumiram a

comida acrescida da substância pura formaram menos pupas por dia. Assim, mesmo com o

atraso larval observado, os animais expostos à substância dopada tiveram melhores índices de

sobrevivência.

Os animais que consumiram o meio acrescido das NPs ZnO:0.4Cu apresentaram maior

formação de pupas (Figura 6 A), diminuição da mortalidade larval e maior número de

indivíduos que eclodiram (Figura 6 C) e conseguiram concluir as fases de desenvolvimento.

Na maior concentração testada, os animais do tratamento onde houve a dopagem atingiram

até 50% de eclosão. Tal fato pode estar associado à hipótese apontada por Jovanović et al.

(2018) de que os indivíduos adultos têm mais facilidade em eliminar as substâncias

potencialmente tóxicas do organismo, diminuindo, assim, possíveis efeitos deletérios.
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Figura 6. Comparação dos impactos causados pelas NPs de óxido de zinco puro ou dopado com 0,4% em
animais em desenvolvimento no meio contendo as substâncias.

Índices totais de pupação, mortalidade larval e sucesso de eclosão de animais que se desenvolveram em meio
contendo NPs de ZnO puro ou dopadas com 0,4% de cobre, em relação ao grupo controle, que consumiu apenas
meio padrão. Após acompanhar o desenvolvimento dos animais, foi visto que o número de pupas totais formadas
(A) foi maior nos animais que ingeriram a substância dopada com cobre. O reflexo do dado de pupação total é
visto nos dados referentes à mortalidade larval registrada (B). Em relação ao número de animais que concluíram
o ciclo de desenvolvimento e chegaram a fase adulta (C), mais uma vez a presença do cobre foi significativa para
a melhora da biocompatibilidade da substância, uma vez que o número de indivíduos que eclodiram das pupas
foi maior nos animais que ingeriram o meio contendo as NPs de óxido de zinco dopadas com 0,4% de cobre.
**** e * indicam diferença estatística, p < 0,05, ANOVA e comparação de médias através de Bonferroni.

Para verificar os impactos das NPs a longo prazo, o lifespan dos animais expostos às

NPs de ZnO puro e dopado com 0,4% de cobre foi realizado. Levando em conta que o tempo

de vida em condições normais é de, em média, cinquenta dias (LINFORD et al., 2013), foi

comparado o tempo de vida total dos animais tratados com o grupo controle, que só consumiu

meio padrão. Os animais tratados com as NPs de ZnO puro apresentaram uma redução média

de vinte dias na sobrevivência em comparação aos animais controle (Figura 7 A e B). Estudos

indicaram que a exposição prolongada às NPs de ZnO podem levar a efeitos negativos; Anand

et al. (2017) observaram que, após exposição às NPs de ZnO, os fenótipos aberrantes

observados nas moscas adultas foram repassados para mais de uma geração.



29

Figura 7. Avaliação do tempo total de vida (lifespan) de animais tratados com as NPs em relação ao grupo
controle.

Lifespan de animais após a exposição às NPs de ZnO puras (A e B) ou dopadas com cobre (C e D). Foi
observada redução na expectativa de vida dos animais expostos à substância pura de, em média, 20 dias em
relação ao grupo controle. O efeito negativo observado não foi identificado nos animais que foram expostos às
NPs de ZnO dopadas com o cobre, evidenciando a capacidade da presença do cobre de melhorar a
biocompatibilidade do ZnO puro. Teste log-rank, p < 0,05.

O efeito negativo das NPs de ZnO dopadas com o cobre sobre a longevidade dos

animais foi reduzido (C e D), já que os animais não apresentaram uma redução tão drástica

nos tempos de sobrevivência. O lifespan dos animais machos se comportou de maneira

esperada, pois, como visto por Linford et al. (2013), o tempo de vida dos machos é mais

reduzido em relação às fêmeas. Nesse sentido, a sobrevivência dos animais expostos às

substâncias dopada com o cobre se mostrou de maneira semelhante à observada no grupo

controle.

Ao acompanhar o desenvolvimento dos animais expostos às NPs de óxido de zinco

puro e dopado com cobre foi possível observar que o consumo da substância dopada diminuiu

de forma significativa os efeitos negativos observados, aumentando o índice de sobrevivência

dos animais. Os dados obtidos refletem a importância da dopagem dos nanomateriais no
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sentido de melhorar o uso dos mesmos, principalmente em relação à diminuição dos efeitos

deletérios que as partículas viriam a ter na forma pura.

6.3 Análise dos níveis de citotoxicidade

Diante principalmente do tamanho em nanoescala, a entrada das NPs de ZnO nas

células ocorre de forma facilitada. O pH do meio celular facilita a dissolução do ZnO em íons

livres Zn²+. A presença desses íons livres compromete a homeostase de zinco na célula, o que

pode levar a danos celulares e até mesmo a morte celular (OSMOND; MCCALL, 2010).

Tendo em vista a presença das NPs de ZnO em produtos alimentícios e sendo a via

oral uma importante via de exposição, ao realizar o ensaio com o corante azul de tripano foi

possível identificar os danos celulares causados pela ingestão da substância. O AT tem

seletividade por células que sofreram morte celular, corando essas células de azul; assim, após

expor larvas às NPs de ZnO puro e ZnO dopadas com 0,4% de cobre foi possível medir o

dano causado pela ingestão das substâncias. Na figura 8 A é possível observar o intestino com

a coloração azul bem forte, indicando a morte celular ocasionada pela ingestão da comida

acrescida de NPs de ZnO puro (Figura 8 A, B e C).

Figura 8. Avaliação da citotoxicidade das NPs de ZnO puro utilizando o método de exclusão do corante azul de
tripano.
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Larvas de terceiro estágio (L3) expostas a 0,50 mg/mL de NPs de ZnO puro ou dopado com 0,4% de cobre. (A)
e (D) Fotos de corpos larvais vistos sob aumento de 15X em microscópio estereoscópio após teste de exclusão
do corante, onde é possível identificar a coloração no intestino afetado pela citotoxicidade da substância. (B) e
(E) Intestinos larvais dissecados, observados sob amplitude de 15X em microscópio estereoscópio. (C) e (F)
Porção do intestino larval, observada sob amplitude de 45X em microscópio estereoscópio. É possível identificar
a coloração em azul de aglomerados de células intestinais. Fonte: Autora, 2023.

Após realizar o mesmo experimento com as NPs de ZnO dopadas com 0,4% de cobre,

foi observada uma diferença na coloração das células intestinais (Figura 8 D, E e F). A

coloração apresentada, nesse caso, foi mais fraca, o que pode indicar que um número menor

de células sofreu morte celular. Sugere-se que a dopagem com cobre pode aumentar a

biocompatibilidade da substância, isso porque os animais apresentaram coloração azul fraca

no intestino e menor taxa de mortalidade.

Sabe-se que a citotoxicidade pode afetar toda a homeostase do organismo (KAO et al.,

2012). Nesse caso, após atravessar a barreira intestinal, a substância está livre para atingir

todas as outras estruturas internas. Uma vez que tal estresse seja causado, é possível que haja

atraso no desenvolvimento e morte em diversos estágios de desenvolvimento do animal

(PAPPUS; MISHRA, 2018). A significativa melhora no índice de mortalidade larval (Figura 6

B) pode estar relacionada à presença do cobre na amostra, reforçada pela diminuição da

porcentagem de células intestinais coradas em azul (Figura 9 F).
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Figura 9. Porcentagem de intestinos corados após teste de citotoxicidade em animais expostos a NPs de ZnO
com 0,4% de cobre.

Índice de citotoxicidade de animais expostos às NPs de óxido de zinco dopadas com cobre e na forma pura. A
citotoxicidade foi medida com base no número de intestinos que apresentaram coloração azul através do método
de exclusão do corante, característica de morte celular. (A) e (C) mostram o índice de citotoxicidade após a
exposição às NPs de ZnO dopadas com cobre e puras, respectivamente. Em (B) e (D) é possível visualizar
imagens representativas de larvas expostas às substâncias após serem submetidas ao método de exclusão do
corante, observadas em microscópio estereoscópio sob aumento de 15X. Como o índice de citotoxicidade
mostrou-se mais baixo em (A), foi possível associar que a presença do cobre foi importante para a diminuição da
citotoxicidade observada na substância pura, o que é reforçado pela coloração mais clara dos intestinos
observada na figura (D). **** e *** indicam diferença estatística, p < 0,05. ANOVA e comparação de médias
através de Bonferroni.

A presença do cobre na amostra diminuiu de forma significativa a citotoxicidade

observada nos animais expostos às NPs de ZnO puras (Figura 9). Estudos de viabilidade

celular constataram que a citotoxicidade está atrelada à quantidade de NPs na amostra

(BAHADAR et al., 2016). Nos estudos aqui realizados, foi possível observar que tanto na
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forma pura quanto na forma dopada, animais expostos a 1,00 mg/mL apresentaram coloração

azul no intestino; tal apontamento pode indicar que um número maior de células sofreu morte

celular no local, confirmando que quanto maior a concentração de NPs, maior a citotoxicidade

observada. Apesar de os animais expostos à substância dopada terem apresentado coloração

azul no intestino, ainda assim as larvas expostas à substância pura apresentaram uma

coloração mais escura (Figura 9 D), indicando maior citotoxicidade no local.

Após acompanhar todos os estágios de desenvolvimento dos animais expostos às

substâncias e também medir a citotoxicidade causada pela ingestão das mesmas, foi possível

verificar que a presença do cobre diminui os efeitos negativos apresentados pela substância

pura. Desta forma, os resultados aqui obtidos são de extrema importância enquanto base para

o estudo da biocompatibilidade das NPs de ZnO, principalmente dopadas com outros

materiais. Tais resultados podem servir como ponto de partida para a testagem mais

aprofundada da biocompatibilidade das substâncias.
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7. CONCLUSÃO

Os testes in vivo comparando a substância pura e dopada com 0,4% de cobre

mostraram que a presença do cobre melhora a biocompatibilidade das NPs de ZnO,

diminuindo a mortalidade nos primeiros estágios de vida, bem como o índice de

citotoxicidade, e melhoram a longevidade dos animais em relação à substância pura.

Com isso, pode-se concluir a interferência positiva da presença de cobre nas amostras.

Os resultados obtidos com a conclusão deste trabalho servirão como ponto de partida para

compreender o comportamento toxicológico das NPs, bem como apontar a significância do

método de dopagem dessas substâncias para o uso seguro nas indústrias biomédica e

alimentícia.

Para melhor compreender os efeitos endógenos envolvidos na diminuição da

toxicidade, pretende-se continuar o estudo e realizar ensaios de medição do estresse oxidativo.
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