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Resumo

As nanofibras de celulose (NFCs) sdo importantes nanomaterias (NMs) que possuem diversas
aplicagdes na agroindustria. Porém, o desenvolvimento desta &rea esta relacionado a padronizagao de
sistemas para avaliar o potencial impacto dos NMs na saude humana e ambiental. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a toxicidade das NFCs de algoddo em células-tronco da polpa dentaria humana.
Andlises de Raman e o Potencial Zeta das NFC de algoddo foram feitos para caracterizar esse NM.
Para avaliar a biocompatibilidade, as células foram expostas as varias concentracdes de NFC de
algoddo (0,1; 1; 10; 50; 100 ug mL™) por 24 e 48 h e, entdo, submetidas aos ensaios de reducdo do
corante metil tiazol tetrazolio (MTT) e de avaliacdo da atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) extracelular. As NFCs apresentaram carga negativa em sua superficie (-10 mV). Nas condigdes
testadas, ndo houve diferenga (p<0,05) nas taxas de proliferacdo e viabilidade celular. Os niveis de
SOD extracelular ndo foram alterados apds exposicdo as NFCs de algoddo, indicando a
biocompatibilidade desse NM.
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ANALYSIS OF CYTOTOXICITY IN VITRO OF COTTON CELLULOSE NANOFIBERS
Abstract

Cellulose nanofibres (NFCs) are important nanomaterials (NMs) that have several applications in
agroindustry. However, the development of this area is related to standardization of systems to assess
the potential impact of NMs on human health and environmental. The objective of this study was to
evaluate the toxicity of cotton NFCs in human dental pulp stem cells. Raman and Zeta Potential
analyzes of cotton NFC were made to characterize this NM. To evaluate the biocompatibility, the cells
were exposed to the various concentrations of cotton NFC (0.1, 1, 10, 50, 100 pug mL-1) for 24 and 48
h and then submitted to dye reduction methyl thiazole tetrazolium (MTT) and activity of the enzyme
superoxide dismutase (SOD) extracellular SOD assays. NFCs showed negative charge on their surface
(-10 mV). Under the conditions tested, there was no difference (p <0.05) in proliferation rates and cell
viability. Extracellular SOD levels were not altered after exposure to cotton NFCs indicating the
biocompatibility of this NM.
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1 INTRODUCAO

As nanofibras de celulose (NFCs) sdo materiais de fibrilas de celulose e podem ser extraidas
de fontes renovaveis, tais como o algoddo (MUNK et al., 2015). Além de serem biodegradaveis,
possuem rigidez e resisténcia mecénica (POOYAN et al., 2013) podendo ser usadas como
revestimentos ou filmes na industria alimenticia (AZEREDO; ROSA; MATTOSO, 2017). No cenério
agricola, a NFC tem sido usada em revestimentos protetores para sementes, plantas e produtos
alimentares frescos ou processados (IAVICOLI et al., 2017). Estudos preliminares estdo sendo feitos
para desenvolver e validar revestimentos hidrofobicos a base de NFC (Innofresh ™) para reduzir a
gueima pelas chuvas em cerejas (JUNG et al., 2016).
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Apesar do crescente interesse no desenvolvimento de produtos utilizando NFC, existem
poucos estudos que abordem seu potencial citotoxico. Alguns estudos in vitro demonstraram que a
exposicdo a celulose nanocristalina e microfibrilada ndo causaram a morte celular nem citotoxicidade
em células de mamiferos (DONG et al., 2012; NI et al., 2012; YANG et al., 2013). Enquanto outros
relataram uma reducédo significativa na viabilidade celular em células de mamiferos (CLIFT et al.,
2011; PEREIRA et al., 2013). Porém, ndo ha nenhum estudo sobre o potencial de toxicidade das NFCs
de algoddo em células-tronco humanas. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
biocompatibilidade in vitro das NFCs de algoddo em células-tronco da polpa dentaria humana.

2 MATERIAL E METODOS

As NFCs de algoddo foram preparadas por hidrdlise acida de fibras de algoddo comerciais de
acordo com trabalhos anteriores (MUNK et al., 2015). As analises de Raman foram realizadas com um
espectrometro Bruker RFS 100 excitado com um laser Nd + 3 / YAG a 1064 nm, equipado com um
detector InGaAs arrefecido com nitrogénio liquido. Os espectros foram adquiridos a uma resolucédo de
4 cm™. Uma média de 1024 varreduras foram coletadas com uma poténcia de laser de 80 mW.

Para determinar o potencial Zeta (PZ) por dispersdo de luz dinamica (DLS) utilizando o
Zetasizer Nano ZS (Malvern), as NFCs de algodo foram diluidas (100 pg mL™) em meio DMEM
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de antibidticos (100 U mL™ de
penicilina e 100 mg m.* de estreptomicina), e sonicadas duas vezes por 1 minuto.

Uma solucdo estoque de NFC de algoddo (1000 pug mL™) foi preparada por suspensdo do
nanomaterial em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidticos e sonicada duas
vezes por 1 minuto para dispersar os aglomerados. As células-tronco da polpa dentaria humana foram
expostas as NFCs de algoddo em diferentes concentragdes: 0 (veiculo controle), 0,1, 1, 10, 50, 100 ug
mL™ por 24 e 48 h e incubadas em atmosfera umidificada contendo 5% CO, & 37° C.

A avaliacdo da proliferacdo e viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de MTT em placas
de 96 pogos e a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro empregando o comprimento de
onda de 570 nm. A proliferacdo das células é mostrada graficamente como média da absorbancia e a
viabilidade celular ¢ mostrada como porcentagem em relacéo ao veiculo controle (0 ug mL™).

A atividade SOD extracelular foi medida utilizando o kit SOD de acordo com as instrugdes do
fabricante e a absorbancia foi medida a 450 nm utilizando o espectrofotémetro. A atividade da enzima
SOD (% taxa de inibic&o) foi calculada utilizando a equagéo fornecida pelo proprio kit descontando os
valores dos brancos.

Os experimentos foram realizados em triplicatas com nove repeti¢cBes. Os resultados foram
avaliados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05
foram considerados significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As bandas de dispersdo Raman caracteristicas da celulose podem ser observadas na Figura 1.
As bandas da faixa de 1292-2897 cm™ podem ser atribuidas a: estiramento (CH,) a 2897cm™, na
vibracdo no plano de flexdo (CH) mais a vibragdo fora do plano (CH,) a 1481 cm™, na vibracdo no
plano de flexdo (HO----H) a 1292 cm™. A banda de 1097 cm™ na molécula de celulose é atribuida a
estiramentos das ligagdes C-O e C-C, enquanto a de 380 cm™ & vibracdo do anel piranéico fora do
plano (ZAJAC et al., 2015). De acordo com Fischer et al. (2005), a intensidade das bandas 381 cm™ e
1481 cm™ representa a ordem de cristalinidade da celulose. O alargamento dessas bandas pode ser
associado a maior quantidade de estrutura de desordem. Como esperado, a banda a 1462 cm?,
atribuida a celulose amorfa, néo foi observada.

O potencial Zeta foi usado para determinar a carga superficial das NFCs de algoddo em
DMEM. A NFC demonstrou exibir cargas de superficie negativas por DLS (-10 mV). A carga
superficial dos nanomateriais € um parametro importante que indica a estabilidade da suspensdo. O
valor de -10 mV indica instabilidade da solucdo devido a baixa repulsdo eletrostatica (ADABI et al.,
2016).

O ensaio de MTT foi utilizado para analisar a proliferacdo e viabilidade das células-tronco da
polpa dentaria humana (Figura 2). As células conseguiram se proliferar em todas as concentragdes
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testadas, pois a absorbancia aumentou de 24 h para 48 h (Figura 2A) e viabilidade celular ndo foi
alterada (p > 0,05) dentro dos tempos testados (Figura 2B).

A enzima SOD é uma das mais importantes enzimas antioxidantes, pois catalisa a dismutacéo
do superéxido (O,) em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Essa acdo é crucial para a protecao das
células contra a acdo nociva de espécies reativas de oxigénio. Ndo foi encontrada diferenca
significativa (p > 0,05) nos niveis da SOD extracelular (Figura 3), indicando a biocompatibilidade das
NFCs de algodao.
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Figura 1. Espectros Raman de nanofibra de celulose.
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Figura 2. Proliferacdo (A) e viabilidade (B) das células-tronco de polpa dental humana expostas as NFCs de
algoddo com diferentes concentragdes de exposi¢do determinadas pelo ensaio MTT.
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Figura 3. A atividade de SOD extracelular das células-tronco da polpa dentaria humanas expostas as diferentes
concentragdes de NFCs de algodao.
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4 CONCLUSAO
Nas condicGes testadas, a exposi¢do in vitro as NFCs ndo alteraram a viabilidade, a
proliferacdo e atividade de SOD extracelular das células-tronco da polpa dentéaria humana.
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