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Resumo 
A nanotecnologia cresce a cada dia em suas inovações e aplicações em diversas áreas do 
conhecimento. Porém para que um nanomaterial seja seguro para ser utilizado é preciso 
passar por testes de toxicidade para avaliar a sua segurança perante os organismos. Para 
este trabalho foi utilizado ensaio de citotoxicidade (MTT) em quatro tipos de nanofibras: 
algodão marrom, algodão branco, algodão rubi e algodão verde. Os ensaios realizados 
mostraram que o teste de MTT não é uma técnica adequada para análises de nanofibras, 
sendo necessária a utilização de outros tipos de ensaios. 
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Introdução 
Nanoestruturas possuem diversas áreas e 

aplicações. Embora existam avanços de grande 
importância da nanotecnologia, também surge a 
preocupação com seu potencial efeito ao ambiente 
[1] [2]. 

 Ao mudar a dimensão de um elemento, muda-
se também sua estrutura, assim, um material 
nanoestruturado pode ter diferente comportamento 
de quanto em macroescala e devido às dimensões 
dos nanomateriais, que podem penetrar no corpo 
humano e se sedimentar em órgãos, trazendo 
malefícios ao organismo [1], como por exemplo, as 
nanopartículas  atravessar as membranas celulares e 
interagir com as suas organelas, sendo esta 
interação relativamente desconhecida. Em testes 
feitos com animais mostraram que nanopartículas 
podem penetrar nos tecidos, cair na corrente 
sanguínea e assim se move pelo corpo causando 
danos bioquímicos resultando na produção de 
espécies reativas de oxigênio, que podem levar a 
lesões celulares de diversos níveis. O contato com 
as nanoestruturas podem acontecer de várias 
maneiras desde sua fabricação até seu uso com 
produto. Hoje se tem conhecimento relativo para 
sugerir que alguns nanomateriais possam apresentar 
riscos novos e incomuns, mas há pouca informação 

sobre como estes riscos podem ser identificados, 
avaliados e controlados [2] [3].  

Uma maneira de eliminar a necessidade de 
animais para teste de toxicidade são os testes in vitro 
sendo de grande relevância para a pesquisa e 
desenvolvimento. Modelos in vitro com culturas 
celulares, além de serem utilizados para avaliação 
de potencial de risco, são usados para estudar 
mecanismos de ação de drogas, tendo assim, um 
grande impacto sobre farmacologia e medicina. Os 
métodos que empregam a cultura celular e consta a 
viabilidade dessas células com o uso de diferentes 
corantes vitais como o vermelho neutro e é um dos 
parâmetros mais comentados na literatura. Nesses 
ensaios pode se utilizar tanto células humanas como 
animais, de diferentes órgãos ou tecidos, as quais 
podem se originar de tecidos ou células que venham 
a ser atingidas por substâncias quando testados in 
vivo. Métodos in vitro apresentam vantagens quanto 
ao in vivo como, por exemplo, pode-se limitar o 
número de variáveis experimentais, obterem dados 
significativos com mais facilidade, em muitas vezes 
o período de tempo que se utiliza para fazer os testes 
é mais curto e obtêm o mesmo resultado de  
citotoxicidade que significa causa de efeitos tóxicos 
a nível celular, como inibição enzimática, alteração 
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na permeabilidade da membrana celular, morte 
entre outros[1].  

O teste MTT (redução do tetrazólio) foi 
desenvolvido para avaliar a viabilidade celular 
checando a ação de uma enzima mitocondrial, a 
succinato desidrogenase. É um teste colorimétrico, 
que utiliza o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-
2,5- difeniltetrazólio (MTT), no qual a substância 
MTT é reduzida apenas por mitocôndrias viáveis. 
Essa redução da substância que possui uma 
coloração amarelada a azul de formazana, acontece 
somente com as células viáveis, assim sendo sua 
densidade diretamente proporcional ao número de 
células presentes [4]. 
 
Materiais e métodos 

Inicialmente foi preparada uma placa de 
cultura de células com 96 poços para cada nanofibra 
testada, esta foi deixada em estufa a 37˚C por 2 
dias. Então as nanofibras foram colocadas em 
contato com a placa por 24 horas. Após este tempo 
foi retirada as nanofibras dos poços e preparada 
uma solução de 5mg/ml de MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide) que foi distribuída na placa de cultura, 
sendo 100 µl da solução de MTT por poço. Foram 
utilizadas aproximadamente 106 células/poço. A 
placa foi mantida por 3 horas na estufa de CO2 a 
37°C e em seguida foi adicionado 100 µl de etanol 
por poço para a fixação. A leitura foi realizada 
utilizando-se o equipamento de leitura de ELISA 
leitura à 570nm. 
Resultados e discussão 

Os resultados iniciais de viabilidade celular 
para a nanofibras de algodão marrom mostraram 
que com o aumento da concentração, também 
ocorreu um aumento da viabilidade celular, porém 
nas concentrações a partir de 4 e 4,5% apresentaram 
uma queda da viabilidade celular (Figura 1). 

 
Figura 1 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão marrom. 
 

Na nanofibra de algodão branco os resultados 
mostraram um aumento da viabilidade celular 
conforme o aumento da concentração do tratamento, 
entretanto a partir da concentração de 2,5% pode se 
verificar uma diminuição da viabilidade celular e 
consequente citotoxicidade nas concentrações de 
4,00% e 4,5%. Embora o esperado fosse uma menor 
viabilidade no tratamento 4,5%, não foi o ocorrido, 
sendo a concentração 4% a que apresentou maior 
citotoxidade (Fig 2). 

 
Figura 2 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão branco  

A partir do resultado obtido nas duas análises 
sugere que as nanofibras levam a um aumento da 
proliferação celular, que parece ser crescente até a 
concentração próxima a 2,5% quando ocorre uma 
queda brusca na viabilidade.  
Pode-se pensar que as nanofibras estimulam a 
proliferação celular, porém um aumento tão intenso 
causou-nos estranheza e a desconfiança de que o 
material estivesse mascarando o teste, uma vez que 
 as nanofibras apresentam grande aderência,  
comprometendo assim o resultado do teste 
realizado.  

A diminuição da viabilidade celular em 
concentrações maiores poderia ser explicada pelo 
fato destas aderirem umas nas outras, formando 
aglomerados maiores que são mais facilmente 
retirados das placas quando se aspira ao meio para a 
colocação do MTT.  

Devido a estas dúvidas foram realizados novos 
testes com nanofibras de Algodão Rubi e Algodão 
Verde, onde se resolveu em parte do experimento 
testar apenas as nanofibras sem as células. Os 
resultados deste teste com tratamento com alguns 
poços sem conter células mostrou o mesmo padrão 
das analises anteriores com as nanofibras de 
Algodão Rubi (Figura 3), onde se observa uma 
crescente viabilidade celular até a concentração de 
1,5% seguida de queda na viabilidade células. Os 
resultados da nanofibra de algodão verde mostraram 
um padrão um pouco diferenciado do restante, 
apresentando inicialmente uma ligeira queda na 
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viabilidade celular seguido de aumento na 
viabilidade chegando ao valor máximo na 
concentração de 2,5% seguida de uma queda 
(Figura 4). 

Com relação aos poços sem células e apenas 
com nanofibras pode-se observar uma viabilidade 
celular próximo a 91% para algodão Rubi (Figura 3) 
e 100% para algodão verde (Figura 4), o que nos 
leva a certeza de interferência das nanofibras nos 
resultados. 

 
Figura 3 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão rubi. 

 
Figura 4 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão verde. 

A partir dos resultados que indicaram 
viabilidade celular onde não existiam células 
resolveu-se realizar o ajuste dos dados apenas para 
uma conferencia superficial, pois a concentração de 
nanofibras utilizada nesta verificação na placa sem 
células foi de 0,5%. 

Os resultados considerando-se o erro das 
nanofibras foram calculados (T=valor de leitura – 
valor da leitura nano+meio) e são mostradas nas 
figuras 5, 6, 7 e 8. 

 
Figura 5 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão marrom 
considerando-se o erro. 

 
Figura 6 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão branco 
considerando-se o erro. 
 

 
Figura 7 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão rubi 
considerando-se o erro. 
 

 
Figura 8 - Resultados do teste de MTT após tratamento 
de 24 horas com nanofibras de algodão verde 
considerando-se o erro. 
 

Estes resultados não são considerados os ideais, 
uma vez que, os poços sem células foram testados 
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apenas na concentração 0,5%, sendo o ideal a 
realização de testes que considerassem todas as 
concentrações testadas.  
 
Conclusões 

Os dados mostrados neste trabalho refletem 
que o teste de MTT não é uma técnica adequada 
para analises de nanofibras, sendo necessária talvez 
a reformulação da técnica para garantir a não 
ocorrência de interferência das nanofibras na leitura 
final. 
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