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Resumo

As nanofibras de celulose (NFC) possuem caracteristicas mecanicas excepcionais e sdo provenientes
de fontes renovaveis, o que as torna muito atrativa para aplicagdes na construg¢io de matrizes poliméricas,
bioengenharia e em sistemas de liberagdo controlada de farmacos. Entretanto, antes da sua aplicagdo, sdo
necessarigs estudos toxicoldgicos que garantam a seguranga do seu uso. O objetivo deste estudo foi
determinar a dose capaz de matar 50% dos individuos de uma populagdo em teste (DLs;) de NFC em
fibroblastos bovinos cultivados /77 Vifro. Nas condigdes testadas, as NFC ndo apresentaram toxicidade até a
concentragdo de 1,50pg/mL. A DL, foi de 5000pug/mL.
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Introdugao As NFC podem ser aplicadas na construgdo
de matrizes poliméricas biodegradaveis,

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia bioa’ngenharia ¢ em sistemas de liberagfio controlada
multidisciplinar que tem o potencial de melhorar a ~ d¢ farmacos [2]. o
vida humana por aprimorar produtos existentes ¢  _ Entretanto, antes da sua ampla aplicagéo,
por gerar novos produtos, utilizando dispositivos 530 necessarios estudos toxicologicos, considerando
que possuem pelo menos uma de suas dimensdes @ toxicidade associada & morfologia de fibra
menores que 100 nm [1]. Dentre os nanomateriais ~ °PServadas em outros nanomateriais [3].

existentes, destacam-se as nanofibras de celulose O objetivo deste estudo foi determinar a
(NFC) também conhecidas com “whisker”, as quais DL, de NFC em fibroblastos bovinos cultivados /77

possuem caracteristicas mecAnicas excepcionais e /0.
sdo provenientes de fontes renovaveis.
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Materiais e métodos

As amostras de NFC, obtidas por hidrélise
acida empregando-se solu¢do de acido sulftrico
(H,SO;, 60% (v/v), foram produzidas e
caracterizadas no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia para o Agronegécio (LNNA) na
sede da Embrapa Instrumentagdo Agropecudria em
Sao 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
pm) 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 5000ug/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, Sio Jose, CA)
equipado com um laser de 585+42nm. Foram
realizadas trés repeticdes em triplicata. A andlise foi
realizada apés contagem de 10.000 eventos por
replicata e os dados obtidos foram analisados com o
auxilio do software WinMDI versdo 2.9.

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

Resultados e discussao

NFC si3o nanomaterias que apresentam
grandes resisténcia, drea de superficie, flexibilidade
e sdo leves, Porém, relatos cientificos que avaliam a
toxicidade de NFC sfo numericamente escassos.
Suwantong, Ruktanonchai e Supaphol [4],
observaram que ndo houve toxicidade de
fibroblastos expostos & fibras de acetato de celulose
(301-545 nm). Clift e colaboradores [5]
demonstraram baixa citotoxicidade de NFC em
células pulmonares humanas. Todavia, um unico
ensaio isolado € insuficiente para assegurar a
inocuidade de uma nova substéncia.

No presente estudo, as NFC também nao
alteraram (P>0,05) a viabilidade de fibroblastos
bovinos nas concentragdes de 0,02 (92,37 + 1,31);
0,2 (94,00 = 1,29); 0,5 (92,33 + 1,35); 1,0 (92,25 =
1,37) e 1,5 pg/mL (89,93 + 1,17) quando
comparado ao grupo controle (94,27 + 1,52) (Figs. 1
e2).
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Fig. 1. Médias das porcentagens de células viaveis
apds exposicdo as concentracdes de 0 (controle);
0,02; 0,20; 0,50; 1,00 e 1,50pug/mL de NFC por 24h.

Fig. 2. (A, B) Fibroblastos bovinos derivados de animais
adultos apds exposicdo as concentragdbes de 0,00
(controle); 0,02; 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 pg/mL de NFC por
24h. (A’, B’) Graficos citométricos da viabilidade celular.
Tamanho (FSC) versus fluorescéncia com marcagdo do
iodeto de propidio (FL2).

Adicionalmente, a fim de determinar a DLs,
para NFC foram testadas maiores concentragdes que
alteraram a viabilidade celular (P<0,001) nas
concentragoes de 100 (90, 78% =+ 3, 20), 200 (86,
41% £ 5, 37), 400 (86,32% =+ 1,31), 800 (76,79% =+
2,74), 1000 (71,94% + 2,76), 2000 (67,99% = 4,63),
3000 pg/mL (55.97% = 2,37), comparado com o
grupo controle (95,75% + 0,96) sendo que a DLsg
foi estimada na concentragio de 5000 pg/mL
(36,51% £ 2,58 - Figs. 3 e 4).
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