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4 CONCLUSAO

A toxicidade dos metais, em especial das nanoparticulas metalicas, é largamente afetado por
parametros de qualidade de agua, tais como pH, temperatura e composi¢do organica. Considerando as
aplicagdes tecnologicas de AgNP, as investigagdes sobre os seus efeitos para organismos aquaticos sdo
importantes para estabelecer protocolos para o uso e descarte adequado de AgNP sobre o meio ambiente,
minimizando assim possiveis efeitos toxicos.
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Classifica¢do: Estudo dos aspectos de seguranga em nanotecnologia.

Resumo

Nanofibras de PVA e PVA/TiO, anatase com didmetros de aproximadamente 100 nm foram preparadas
via eletrofiacdo. Testes preliminares de citotoxicidade em células de fibroblastos bovinos com as nano-
fibras foram realizados pelo método do contato direto. As imagens de microscopia dtica indicaram que
estes materiais ndo possuem efeito citotoxico.

Palavras-chave: Nanofibras; Eletrofiacdo; Citotoxicidade; Fibroblastos bovinos.

STUDY OF PVA/TiO, NANOFIBER CYTOTOXICITY IN BOVINE FIBROBLAST CELLS
Abstract

Nanofibers of PVA and PVA/TiO, anatase with diameters of about 100 nm were prepared by the elec-
trospinning technique. Preliminary cytotoxicity tests on bovine fibroblast cells with the nanofibers were
performed by the direct contact method. The optical microscopy images indicated that these materials
did not have a cytotoxic effect.
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1 INTRODUCAO

Os polimeros biocompativeis que podem ser utilizados para o contato com meios bioldgicos sdo
muito interessantes para aplicacdes biomédicas e médicas-veterindrias, como por exemplo, curativos
superficiais [1,2]. A aplicagdo destes materiais como nanofibras permite aumentar em muito a area de
contato, a adesibilidade superficial e a movimentagao de fluidos, o que faz que ndo-tecidos de nanofibras
sejam excelentes candidatos para estas aplicagdes. [1,2]. Além disso, a incorporagdo de nanoparticulas
inorgénicas, como o dioxido de titdnio anatase (TiO,), pode resultar em nanocompdsitos com proprieda-
des bactericidas, melhores propriedades térmicas e mecanicas, e alterar a permeagao de liquidos e gases
na estrutura das fibras [1]. Assim, dentre os materiais de grande interesse, nanocompdsitos de poli(alcool
vinilico) (PVA) com nanoparticulas de TiO, sdo bons candidatos para tais aplicagdes. O objetivo deste
trabalho foi realizar testes de citotoxicidade em células de fibroblastos bovinos com as nanofibras de
PVA e PVA/TiO, anatase.

2 MATERIAIS E METODOS

As solugdes de PVA e PVA/TIO, (20 %) (massa /massa) foram eletrofiadas nas condi¢des de
2,0 KV.em', 1,2 mL.h'! e 180 rpm [1]. As micrografias das nanofibras foram obtidas utilizando-se um
microscopio eletronico de varredura marca JEOL (modelo JSM -6510).

O teste de citotoxicidade com as nanofibras de PVA e PVA/TiO, (20%) foi feito utilizando o
método de contato direto, com adaptag@o da ISO 10993-5 (2009) [3] e baseando-se na metodologia des-
crita por NOZAKI et al. [4]. Em uma capela de fluxo laminar preparou-se 100 mL de meio de cultura
para fibroblasto bovino, contendo: 87 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 10 mL de
SFB (soro fetal bovino, 10%), 1 mL de L- Glutamina (2 mM),1 mL de Piruvato de Sédio (1 mM) e ImL
de Pen/Strep (1%). As células de fibroblastos bovinos (linhagem 3446 GIR) foram colocadas dentro de
um tubo falcon de 15 mL com 5 mL de DMEM, este material foi centrifugado na rotagcdo de 10 RPM e
o sobrenadante foi descartado. As células foram colocadas numa placa de cultivo celular estéril (60 mm)
com DMEM. Esta placa foi colocada na estufa a 37 °C e 5,0% de CO,.

Depois de 2 dias, as células atingiram 100% de confluéncia e foram tripsinizadas para uma placa
de cultivo celular (100 mm), a qual foi lavada com 4 mL de PBS Ca Mg Free. Assim, colocou-se 1,5
mL de tripsina na placa para as células se destacarem por 2 minutos. Ao final desse tempo, adicionou-se
3 mL de DMEM na placa, o qual foi transferido para um tubo falcon de 15 mL e centrifugado a 10-11
RPM por 5 minutos. O pellet foi retirado e ressuspendido, ¢ em seguida, foi transferido para placa de
cultivo celular (100 mm), com 9 mL. de DMEM e 1 mL das células, a placa foi colocada na estufa de
CoO..

’ Apos 48 horas, as células de fibroblastos atingiram 100% de confluéncia e foram plaqueadas
em duas placas de 6 pogos, 26x10* células\mL preparada em 0,85 ul por poco, mais 1,415 mL de meio
completo. As placas contendo as nanofibras de PVA e PVA/TiO, (20%) foram colocadas na estufa a 37
°C com 5% de CO, por 24 horas. Antes de colocar as nanofibras, foi retirado o sobrenadante dos pogos
para somente depois adicionar os nanomateriais [4]. Apos os ensaios de citotoxicidade foram obtidas as
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imagens das amostras com um Microscopio Primovert (Zeiss) com aumentos de 200x.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

As Figuras la e 1b apresentam as micrografias obtidas por MEV das nanofibras de PVA e PVA/
TiO, anatase (20 %), onde verifica-se que no nanocomposito (Fig. 15) existem algumas contas (beads),
as quais devem-se provavelmente a presenca de alguns aglomerados das nanoparticulas de TiO, nas
solugdes aquosas eletrofiadas.
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Figura 1. Micrografias obtidas por MEV das nanofibras: a) PVA, b) PVA/TiO, anatase (20 %).

3.2 Testes de Citotoxicidade em Fibroblastos Bovinos pelo Método do Contato Direto e Imagens
de Microscopia Otica

Nas Figuras 2a — ¢ estdo apresentadas as imagens obtidas apos a exposi¢do das células de fi-
broblastos bovinos por contato direto com o controle negativo, controle positivo € com a amostra de
PVA/TiO, (20 %). As células foram coradas por 56 horas com o corante cristal violeta para uma melhor
visualizagdo das mesmas.

positivo (PEAD + 0,4% de fenol), c) nanofibra de PVA/TiO, (20 %). Aumento de 200x.
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Analisando as imagens de microscopia 6tica, observa-se que ndo houve mudanga significativa na
morfologia das células expostas aos nanocompositos (Fig. 2¢) em relagfo as células mantidas em contato
com o controle negativo (Fig. 2a). J4 a imagem obtida pra o controle positivo (Fig. 2b) apresentou uma
clara diminuicdo da quantidade e mudanga da forma das células, passando a ter uma forma aproxima-
damente esférica, mostrando o efeito téxico do fenol, como esperado. Estes resultados indicam que as
nanofibras de PVA/TiO, (20 %) ndo possuem efeito citotoxico. JIN et al. [5] pesquisaram a citotoxicidade
das nanoparticulas de TiO, anatase frente as células de fibroblastos de camundongos (L929). Os autores
verificaram que estas nanoparticulas foram significativamente citotoxicas para as células de fibroblastos
[5]. Logo, as nanofibras de PVA e PVA/TiO, precisam ser melhores estudadas em relagdo a sua toxicidade.

4 CONCLUSAO

Os testes preliminares de citotoxicidade das nanofibras de PVA e PVA/TiO, anatase frente as
células de fibroblastos bovinos (linhagem 3446 GIR) indicaram que estes materiais nao sio citotoxicos.
Entretanto, para obter resultados conclusivos, estes materiais precisam ser melhores avaliados quanto a
sua toxicidade.
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Classifica¢fo: Estudo dos aspectos de seguranga em nanotecnologia.
Resumo

O estudo tem por objetivo sintetizar e caracterizar hidroxiapatita nanoestruturada visando aplicagio
como nanofertilizante ¢ avaliar a nanotoxicidade ambiental utilizando como organismo-teste a micro-
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