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Resumo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica que vem sendo utilizada intensivamente em varios estudos de

atividade celular e, mais recentemente, na interagdo de nanomaterias com as células. O objetivo deste estudo
foi avaliar a interagdo de nanofibras de celulose (NFC) e fibroblastos bovinos cultivados /7 Vitro por
citometria de fluxo. Em altas concentra¢cdes (>100 pg/mL), as NFC induziram mudangas no tamanho e
granularidade dos fibroblastos. Os resultados apresentados demonstraram que a citometria de fluxo pode ser
usada como uma alternativa metodologica na avaliagdo da morfologia de células de mamiferos expostas a

NFC auxiliando nos estudos de toxicidade.
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Introducao

A citometria de fluxo ¢ um método
quantitativo que vem sendo amplamente utilizado
para monitorar interagdes fisicas entre nanomaterias
e células [1, 2, 3, 4]. Essa técnica possibilita a
analise de um grande nimero de células em pouco
tempo (10.000 células/s) [5].

A leitura das células pelo citometro ¢
baseada na dispersao da luz que fornece diversas
informagbes acerca da célula. Por exemplo, o
parametro FSC (Forward Scatter Signal) é relativo
ao tamanho da célula e o SSC (Side Scatter Signal)
representa a complexidade intracitoplasmatica que
caracteriza a granularidade interna da célula.
Utilizando estes parametros, o objetivo deste estudo
foi avaliar quantitativamente, por citometria de

fluxo, a interagdo de nanofibras de celulose
(NFC) e fibroblastos bovinos cultivados /77 Vitro.

Materiais e métodos

As amostras de NFC, obtidas por
hidrélise 4cida empregando-se solugdo de acido
sulfarico (H,SO4 60% (v/v), foram produzidas e
caracterizadas no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia para o Agronegocio (LNNA) na
sede da Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria
em Sdo Carlos (SP).

Fibroblastos bovinos adultos foram
cultivados em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e incubados a
37°C, 5% CO; e 95% de umidade. Apos atingir a
confluéncia de 60%, as células foram expostas as
NFC (didmetro: 6-18 nm; comprimento: 85-225
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um) por 24h em diferentes concentragdes: 0
(controle); 0, 02; 0, 2; 0, 5; 1, 0; 1, 5; 100; 200; 400;
800;  1000;  2000; 3000 e 5000pg/mL.
Posteriormente, as células foram coradas com iodeto
de propidio (50 pg/mL) e avaliadas por citometria de
fluxo, empregando o equipamento FACScalibur
(Becton Dickinson, Séo Jose, CA) equipado com um
laser de 585+42nm. Foram realizadas trés repeti¢des
em ftriplicata. A analise foi realizada apds contagem
de 10.000 eventos por replicata e os dados obtidos
foram analisados com o auxilio do software
WinMDI verséo 2.9.

A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA e as medias comparadas pelo teste de
Student Newman Keus.

Resultados e discussdo

As células exposta a baixas concentra¢des
de NFC (0,02 a 1,5 pg/mL) ndo apresentaram
alteragdes nos parametros FSC e SSC quando
comparado ao grupo controle (Fig. 1). Entretanto, as
células cultivadas com altas doses de NFC
(>100ug/mL) apresentaram diminui¢do do FSC e
aumento do SSC (Fig. 2).

FSC e SSC sdo parametros citométricos
rotineiramente utilizados para mensurar tamanho e
granularidade celular e revelam a internalizagdo e
acumulo de nanomaterais dentro das células [3]. Em
especial, o aumento de SSC pode ser devido a
presenca de nanomaterias adsorvidos ou endocitados
a célula [4]. A avaliagdo desses pardmetros
citométricos ¢ importante, uma vez que outros
estudos revelaram que o acimulo de nanomateriais
altera a morfologia celular produzindo -efeitos
endotdxicos [6]. Além disso, a diminui¢do de FSC
indica  encolhimento  celular e  alteragGes
citoplasmaticas que sdo caracteristicas da fase inicial
da apoptose [2].

No presente estudo, a alteragdo de FSC e
SSC foi evidente em maiores concentragdes de NFC,
possivelmente por maior adsorg¢do de nanofibras na
membrana plasmatica ou seu acumulo no
citoplasma.

Os resultados apresentados demonstraram
que a citometria de fluxo pode ser usada como uma
alternativa metodoldgica na avaliagdo da morfologia
de células de mamiferos expostas a NFC. Esses
dados sdo uteis em estudos de toxicidade, uma vez
que a interacdo de NFC com células podem ter
implicagdes citotoxicas.
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Fig 1. Influéncia de NFC sobre a morfologia de
fibroblastos bovinos. Citograma bidimensional em dot
plot de FSC (escala linear) X SSC (escala logaritima)
demonstrando que células tratadas com NFC nas
concentragoes de 0,02; 0,20; 0,50; 1,00 e 1,50pg/mL
ndo apresentaram alteragdes nos parametros avaliados
quando comparadas ao grupo controle.
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Fig 2.
fibroblastos bovinos. Citograma bidimensional em dotf
plot de FSC (escala linear) X SSC (escala logaritima)
demonstrando que células tratadas com NFC nas
concentragdes de 100, 200, 400, 800, 1000, 2000, 3000
e 5000png/mL apresentaram alteragdes nos parametros
avaliados quando comparadas ao grupo controle.
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Conclusdes

Em altas concentragdes (>100 pg/mL), as
NFC induziram mudangas no tamanho e
granularidade dos fibroblastos.
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