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VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio

Ei

AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DAS NANOFIBRAS, COM
A UTILIZACAO DO TESTE COMETA

Cintia Rodrigues Maruyama', Eliangela M. Teixeira?, Ana Carolina Corréa’, Luiz Henrique Caparelli
Mattoso> Renata Lima !, Leonardo Fernades Fraceto®

' UNISO — Universidade de Sorocaba, 2 Embrapa, Laboratério Nacional de Nanotecnologia da Agricultura
(LNNA), * UNESP — Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
cintiamaruyama@hotmail.com

Projeto Componente: PC6

Plano de Acao: PA6

Resumo

As nanoparticulas podem ser aplicadas em diversas areas e nos mais diversos produtos, nos ultimos anos a
presenca de nanoestruturas em produtos comercialmente disponiveis ¢ pratica comum. Entre as
nanoestruturas encontramos as nanofibras que sdo compostas por polimeros com didmetro inferior a 0,5 pm.
Embora as aplicacdes das nanoestruturas tenham aumentado, poucas pesquisas sao realizadas na tentativa de
caracterizar seu potencial de toxicidade. Este trabalho teve o objetivo analisar a toxicidade das nanofibras.
Os resultados nos mostram diferentes genotoxidades entre as nanofibras, onde a nanofibra Algoddo Marrom
¢ a que apresenta danos significativos a0 DNA e a nanofibra Curaud a que apresenta menos danos ao DNA.

Palavras-chave: Nanofibras de celulose, Genotoxicidade, Analise Cometa

Introducio

A nanotecnologia se refere a uma nova
ciéncia, envolvendo inumeros conceitos como,
fisicos, quimicos, farmacéuticos, engenheiros,
bidlogos entre outros sendo a quimica uma das mais
relevantes  para o desenvolvimento da
nanotecnologia, uma vez que, esta € a ciéncia que
estuda a composicdo, estrutura e propriedade da
matéria, em nivel atdbmico e molecular e as reagdes
que podem acontecer.!!)

Sua aplicagdo no mercado é ampla, sendo
utilizado em produtos eletrdnicos, biomédico,
materiais de alto desempenho e produtos para o
consumidor (farmacos, cosméticos entre outros),
onde os processos envolvidos vdo desde a
fabricagdo, formagdo de particulas, revestimento e
dispersdo, levando em conta sua caracterizagao,
modelagem e simulagdo de suas propriedades,
processos e desempenho de usos.™

De acordo com a Engenharia e Ciéncias dos
Materiais, 0s  nanocompostos podem  ser

classificados de acordo com sua estrutura ou
propriedades, estas caracteristicas sdo: metais,
polimeros, ceramicas, semicondutores e
compositos”, porém devido ao surgimento de novos
materiais, alguns autores usam uma classificagdo
mais abrangente dividindo-os em metais e ligas
metalicas, material inorganico, material organico,
materiais biologicos e compositos. ¥

Os riscos da nanotecnologia ainda nao
foram medidos, existindo a necessidade de estudos
toxicologicos referentes a este problema O atual
conhecimento sobre a toxicologia dessas particulas é
muito escasso, testes de laboratorio mostram que
nanoparticulas, tais como Oxidos metalicos, se
mostram capazes de causar efeitos adversos em suas
vias de introducdo e em orgdos-alvos, assim como,
podendo ocorrer a interagao destes com a molécula
de DNA P!

Existem varios tipos de nanofibras, entre
elas nanofibras compostas por polimeros, nanofibras
de celulose entre outras. As nanofibras em geral tém
atraido cada vez mais atengdes nos ultimos dez
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anos. Dentro da conotagdo nanotecnologia e de
materiais nanoestruturados, nanofibras geralmente
se refere a uma fibra com um didmetro inferior a
100nm.!"!

Na ultima década, os esfor¢os foram
direcionados para obtencdo de nanofibras, a partir
de recursos naturais.® A celulose é o polimero mais
abundante de origem vegetal que ocorre na Terra, ¢
surgiu como um forte candidato para fornecer tais
nanofibras. A rigidez inerente e¢ o elevado grau de
cristalinidade tornam a celulose adequada para o
uso como reforco em compdsitos. Além disto, ¢ um
material oriundo de fonte renovavel, biodegradavel,
de baixo custo e com densidade menor que muitos
refor¢os em uso atualmente.

Fibras naturais de algodao normalmente sdo
brancas, mas podem ser produzidas fibras naturais
coloridas através de técnicas de melhoramento
genético, evitando a necessidade de corantes
sintéticos que podem poluir o meio ambiente e
afetar a saide humana. Além disso, a eliminacdo de
tingimento quimico da fabricacao téxtil pode tornar
o produto mais barato.!"”

Algoddes coloridos foram cultivados e
utilizados em 2300 a.c., na América do Sul e
Central'".Estes sdo considerados inferiores ao
algodao branco, em virtude do baixo rendimento, de
fibras mais curtas e fracas. Por isso, os criadores de
algoddo estdo a tentando melhorar essas
caracteristicas parar produzir variedades melhores e
mais produtivas de algoddo colorido.!"!

Comercialmente, as fibras coloridas
ganharam maior destaque apos os esforgos de Sally
Fox para melhorar a qualidade da fibra do algodao
colorido pela reproducdo selética, resultando
hibridos capaz de produzir algoddo colorido.!""
Atualmente, os pesquisadores desenvolveram o
programa de melhoramento para englobar os
estudos sobre a estrutura, a medi¢do da qualidade, a
cor, a quimica e a padronizacdo de algoddes
coloridos.!"!

Especificamente, a EMBRAPA tem vindo a
desenvolver culturas coloridas de algoddo em seu
programa de melhoramento genético.!"!

Materiais e métodos

O teste do cometa foi realizado conforme
descrito por Tice et al. (1988) ', e revisado por Da
Silva (2007)"¥. E um método sensivel e rapido para
deteccdo de quebras no DNA em células
individuais. As células, sdo envolvidas em gel e
submetidas a corrente elétrica, que age como uma
forca fazendo que a migracdo de DNA livres,
resultantes de quebras, para fora do nucleo.

A coleta de sangue foi realizada no PATE
da Uniso. O sangue coletado foi processado para
separacao de linfocitos através de centrifugacdo com
Ficoll e meio de cultura; em seguida a amostra de
linfocitos+meio+agarose low melting foi tratada
com as nanofibras. Apds o tratamento os linfocitos
foram colocados em laminas pré preparadas com
agarose ¢ colocadas em solugdo de lise por 2h e
colocadas em cuba de eletroforese durante 20min,
seguidas de corrida de 30 minutos a 15V e 300mA.
Apds a corrida as laminas foram colocadas em
solugdo “stop” e coradas com coloracdo de prata
duarnte 30 minutos.

As laminas coradas sdo visualizadas em
microscopia Optica, onde existe um “score” dado a
cada estrutura. Este “score” recebe valores de 0 a 4,
sendo o valor 0 (zero) considerado sem danos ¢ os
valores 1, 2, 3 e 4 sdo consideradas células
danificadas em ordem crescente. O “score” final ¢é
obtido somando-se o total de cada “score” que foi
obtido multiplicando-se o numero de células
encontradas em cada dano.

Fig. 1 - Padronizagdo de Scores: a) score=0 (zero); em
b) score=1; em c) score=2; em d) score=3 e em e) score=4.

Resultados e discussao

As analises realizadas mostram que as
nanofibras levam a danos no DNA. Os resultados
mostraram que apenas os dados referentes ao
Algodao Marrom e ao Curaud sdo significativos
(Tabela 1), sendo as demais diferencas nao
significativas.

Tabela 1 — indice de danos para cada tipo de tratamento.

Tratamento Meéd. Danos + Desvio
Negativo 1,00 £ 0,140
Algodao Marrom 2,10 £0,59%
Algodao Branco 1,70+ 0,14
Algodao Verde 1,40 £ 0,22
Algodao Rubi 1,40 £ 0,14
Curaua 1,90 + 0,36*
Sisal 1,60 £ 0,08

*=p<0,5

O grafico de danos pode ser observado com
seus correspondentes desvios (Figura. 2).
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comet test

broke tail

Nanofiber

Fig. 2 - Grafico do indice de danos com os
respectivos desvios das nanofibras.

Conclusoes

Com esses resultados podemos concluir que
a nanofibra que causa maior dano ¢ a Algodao
Marrom, pois ela tem um indice de danos
significativamente maior quando comparada com o
negativo. Ja a nanofibra que causa menos danos ¢ a
Curaua, pois apresenta o indice de danos
significativamente baixo quando comparado com o
negativo.
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