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Resumo

Este trabalho tem como objetivo principal realizar avaliagdes do potencial genotoxico das nanofibras de
celulose, utilizando como modelo células em divisdes mitbticas de A/lium cepa a fim de encontrar possiveis
efeitos genotoxicos. A utilizagao do ensaio de aberragdes cromossdmicas de A//ium cépa a fim de encontrar
possiveis efeitos genotoxicos (alteragdes no material genético), € feito utilizando-se culturas rapidas de
células vegetais, onde sdo necessarias sementes de A//ium cépa. Como resultado espera-se que com a
realizacdao do teste haja possibilidade de avaliar as nanofibras celulosicas garantindo a seguranga na
utilizagao das mesmas.

Palavras-chave: genotoxicidade, nanofibras celulosicas e A/lium cepa.

Introducao O surgimento de propostas para a utilizagdo

destes materiais requer investigacdes da sua
toxicidade, considerando a sua seguranga em termos
de ambiente e seres vivos, assim como as possiveis
modificagdes das técnicas de produgdo que podem
reduzir qualquer toxicidade, se presente. E possivel
que a utilizagdo destes materiais no sector da satide
poderia melhorar a biocompatibilidade, o que ¢é
requerido pelas agéncias reguladoras [5]. O objetivo
dos estudos nanotoxicologico & garantir a aplicagao
segura dos nanomateriais, aumentando assim a sua
aceitacdo e minimizar eventuais problemas futuros
que possam ser associados a sua utilizagdo em larga

Ha um interesse consideravel na exploragao
comercial de materiais derivados da celulose, uma
vez que € tanto renovavel e abundante. Nanofibras
de celulose, também conhecidas como bigodes,
cristalitos, ou cristais de celulose, sdo os dominios
cristalinos de fibras celulosicas que podem ser
isoladas utilizando hidrolise acida. A terminologia
utilizada para descrever estas fibras escala
nanomeétrica esta relacionada com a sua
caracteristicas fisicas, em termos de rigidez,
comprimento, espessura [1]. Apesar de atualmente
estes materiais tém limitado as aplicagbes

industriais, devido a dificuldades relacionadas com  €scala. o o
a sua alta higroscopicidade, tendencia a se Como resultado, a toxicidade dos materiais
também podem variar [6]. Analises

aglomerar e interagao com outros materiais pobres, logd d o ! ficacio d
whiskers de celulose tem uma variedade de  hanotecnologicas deve permitir a identificagdo dos

aplicagdbes potenciais futuros. Eles podem ser métodos  de produg:ao requerlios para prlo(liuzu
usados em aplicagbes médicas, bem como no nanoestruturas (tais como nanofibras de celulose)

agronegocio [2,3,4]. que possuem c?racterlstlcqs .optlmlzadas em termos
de minimiza¢do de toxicidade. No entanto, a
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principal dificuldade em relagio ao potencial
toxicologico de nanomateriais resulta do fato de que
€ impossivel generalizar, uma vez que diferentes
nanomateriais exibir distintos perfis toxicologicos
[7,8]. No caso de nanofibras, o desafio surge da sua
tendéncia para se aglomerarem, € o0 seu
comportamento higroscopico, o que dificulta a
manipulagdo e analise, e exige o desenvolvimento
de novas formas de avaliagao.

A viabilidade celular e aparecimento de
apoptose nao sao as principais dificuldades na
medida em que o material genético € em causa. A
apoptose ¢ uma solug¢do que utiliza a célula quando
nao € possivel para reparar os danos. No entanto,
sabe-se que uma alteragao na expressao do gene,
bem como alteragdes na sinalizagdo celular, pode
levar a danos irreversiveis e multiplicagao de
células nao regulada, com a formagao do tumor, a
longo prazo. Pequenas perturbagdes iniciais,
portanto, pode levar a sérias consequiéncias futuras.

O objetivo deste estudo foi investigar a
genotoxicidade de nanofibras de celulose derivados
de branco, marrom, rubi, e de algodao verde e
curaua. Uma vez que esses materiais apresentam um
consideravel potencial para uso em aplicacdes de
satde e ambiental, a informagdo relevante para a
sua seguranga foi obtida com o A/lium cepa ensaio
de aberragdao cromossomica.

Materiais e métodos

Para analise de genotoxidade das nanofibras
celulosicas foi realizado a citogenética de sementes
de Allium cepa, que mede e classifica as alteragdes
cromossdmicas ocorridas por exposi¢ao, indicando

maior ou menor toxidade das diferentes
concentragdes, baseadas nas alteracdes de
concentragoes.

Os testes foram realizados colocando-se as
sementes para germinar em agua ultrapura. Apos
periodo de germinacado as raizes foram colocadas
em exposi¢ado as diferentes tipos de nanofibras por
12, 24 ou 48 horas, posteriormente as raizes foram
fixadas com fixador Carnoy (alcool etilico e acido
acético, na propor¢ao de 3:1). Apos fixacao as
raizes devem ser lavadas por trés vezes em agua
destilada e apos este procedimento foram
submetidas a uma hidrolise acida (HCI) em banho
Maria a 60°C por 9 minutos, seguida de lavagens
com agua destilada. Apos este tratamento as raizes
foram coradas com reativo de Schiff no escuro por 2
horas. . Na montagem da lamina foi utilizada a
técnica de esmagamento utilizando-se uma gota de
Carmim Acético. O material pronto foi conservado
a uma temperatura de aproximadamente 4°C onde

serao mantidas até o momento da analise em
microscopio.

Para analise das irregularidades celulares,
foram confeccionadas de 3 a 5 laminas de cada
concentracao, sendo utilizado para a leitura apenas 3
(triplicata). Em cada uma das laminas foram
analisadas,  aproximadamente, 500  células,
totalizando 1500 células por tratamento de
exposi¢ao as nanofibras celulosicas.

Para a preparagdo das laminas, a regido
meristematica foi sobreposta por uma laminula e
esmagada cuidadosamente em uma gota de carmim
acético a 2%. O material pronto foi conservado a
uma temperatura de aproximadamente 4°C onde
serao mantidas até o momento da analise em
microscopio.

Resultados e discussao

No presente trabalho, o ensaio de Allium cepa
foi realizada colocando as raizes germinadas em
contato com os diferentes tipos de nanofibras
durante 24 horas, em concentracdes de nanofibras
de 0,01, 0,1, e 1%. ApoOs o tratamento, as laminas
foram preparadas, e contagens foram feitas dos
numeros de células em divisdo (profase, metafase,
anafase e telofase), bem como os niimeros de células
danificadas (Fig.2). Os resultados dos testes de
Allium cepa foram utilizados para calcular o indice
mitotico (IM= ntmero de células em divisao/ total
de células), o indice mitotico relativa (IMR= indice
mitotico/ indice mitotico do negativo), e do arranjo
de aberragdo cromossomica (IALT= nOmero de
celulas com alteragao/ total de células).

Os resultados mostraram que nao houve
alteragcdo significativa indice mitotico. Uma forma
de avaliar a citotoxicidade € por analise de
alteragOes no valor do indice mitotico [8], onde uma
reducao do valor abaixo de 20%, em relagdo a um
controle, poderia indicar um efeito potencialmente
letal sobre o organismo [11]. Aqui, foi observado
que o efeito toxico foi, portanto, maior em
concentracoes mais baixas de fibra, com as
alteragdes nos valores de indice de mitose de 30-
40%, em relagao ao controlo, indicando uma
interferéncia negativo em relagdo ao
desenvolvimento celular.

A utilizag@o das nanofibras de algodao branco e
verde provocou alteragdes significativas, em relagao
ao controle, em todas as concentragdes (0,01, 0,1 e
1%), enquanto que no caso de as nanofibras curaua,
alteragOes so foram observados em concentragoes de
0,1 e 1% . Para as nanofibras de algodao marrom,
houve apenas uma diferenga significativa na maior
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concentragao testada. Uma descoberta importante
foi a de que o algodao branco, algodao verde, e
nanofibras curaua produzido os maiores valores de
indice de aberragbes cromossomicas  nas
concentragdes mais baixas de fibra, suportando a
no¢do de que a forma¢do de agregados em
concentragdes mais elevadas reduziu a superficie de
contato, bem como o grau de interagao com Allium
cepa as celulas, resultando em menores alteragdes
celulares.(Fig.1)

| .mﬂﬁlﬂmﬂﬂlz

Figura 1 - valores relativos mitoticas indice de acordo com
nanofibras concentra¢do (0,01, 0,1 e 1,0%), e os indices de
aberracdes cromossomicas obtidos apos exposi¢ao das células
de Allium cepa. O sobrescrito (*) indica alteragdes
significativas (ANOVA, p <0,05, n = 3).

H
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Conclusoes

Pode-se concluir que o wuso futuro de
nanofibras de celulose requer primeiramente uma
melhor compreensao de seus efeitos, incluindo os
possiveis impactos ambientais quando usado em
aplicagdoes do agronegocio. As respostas celulares
podem diferir de acordo com o organismo em
questao, a concentragdo de nanofibras, eo meio de
exposicao.  Os  resultados  deste  estudo
demonstraram que nanofibras de derivados de
algodao (branco, verde e marrom) e curaua pode
causar alteracdes nas celulas da planta. Uma
observagao importante foi que nao ha alteracdes
genotoxicas nas células da planta quando expostos a
nanofibras de algoddo rubi, sob as condicdes
empregues, indicando que o algodao rubi pode ser o
material de escolha para a produgao de nanofibras.

Por conseguinte, € importante a considerar o
ambiente em que as nanofibras sera utilizado, uma
vez que em alguns agregados aplicagdes de fibra
sao usados para reforcar matrizes poliméricas, em
que as fibras podem melhorar a estabilidade
térmica, resisténcia mecanica, e permeabilidade aos
liquidos e gases, mesmo em baixas concentragao de
fibras. No seu estado intacto, estas matrizes ndao sao
susceptiveis de libertar nanofibras, no entanto
processos de decomposicao pode resultar em
libertagao lenta de fibras para o ambiente em geral.
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