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Resumo

Com o crescente uso de nanoparticulas pelas industrias, cresce também a preocupagdo com os seus efeitos

nocivos, gerando danos ao ambiente, solo, 4gua, atmosfera e, também, a satide humana. Com isso se torna

importante avaliar o potencial toxico dessas particulas, levando em consideragdo seu tamanho e método de

sintese. Devido ao seu tamanho reduzido, as nanoparticulas podem penetrar no interior das células e interagir

com suas organelas e com o DNA. Assim, este trabalho tem por objetivo analisar o potencial genotoxico de

nanoestruturas celuldsicas no formato de whiskers, utilizando para isso ensaios de genotoxicidade como o

ensaio Allium cepa.

Palavras-chave: Nanoparticulas, potencial genotdxico, Allium cepa.

Introducao

A celulose ¢ o componente organico mais
abundante na terra, sendo um polissacarideo de
formula geral (CsH;9Os),. A unidade repetitiva da
celulose é composta por duas moléculas de glucose
eterificadas  por ligagdes  B-1,4-glucosidicas,
conhecidas como celobiose, que contém seis grupos
hidroxila estabelecendo interagdes por ligacdes de
hidrogénio intra e intermolecular. Devido a essas
ligacdes de hidrogénio ha uma forte tendéncia de a
celulose  formar cristais que a tornam
completamente insoliveis em agua e na maioria dos
solventes organicos (HUBBE et al., 2008).

Nanoestruturas de celulose podem ser obtidas a
partir de fibras lignocelulodsicas, como o algoddo e
polpa Kraft de eucalipto, por hidrélise acida sob
condigdes controladas de tempo e temperatura. Este
processo causa a remocdo das regides amorfas,
mantendo as regides cristalinas intactas. Apos a

hidrdlise, sdo obtidas particulas com aspecto

acicular, conhecidas whiskers,
comprimento da ordem de 100 a 500 nm e didmetros
de até 20 nm (HUBBE et al., 2008; EICHHORN,
2011).

A necessidade da investigagdo da toxicidade

como com

dos nanomateriais se da devido a grande expansio
da nanobiotecnologia nas duas ultimas décadas,
quando os nanomateriais passaram a ser utilizados
em escala industrial (MONTEIRO et al.,2007).

A grande dificuldade com relagdo ao potencial
toxicologico dos nanomateriais ¢ dada devido a
impossibilidade de se generalizar o tema, pois

diferentes nanomateriais exibem perfis
toxicoldgicos diferenciados (GRIFFITT et al.,
2009).

Embora seja um desafio avaliar os riscos dos
nanomateriais projetados antes que os produtos
sejam comercializados, a pesquisa pro-ativa &
industria de

fundamental para garantir

nanotecnologia

uma

sustentavel. Muita especulagdo
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existe com relagdo ao tema, principalmente pela
auséncia de resultados de investigagdo toxicoldgica.

O panorama com relagdo a toxidade dos
nanocompostos ¢ promissor, pois novas formas de
analises devem ser realizadas na tentativa de
garantir a seguranca, podendo existir a necessidade
de de
metodologias. A andlise “in vitro” é uma opgéo

desenvolvimento também novas

promissora, pois possibilita testes que visam

alterag@o tanto na estrutura como na expressdo dos
células

e também de sinalizacdo de

a

genes,

especificas.  Embora nanociéncia  tenha
desenvolvido técnicas que visam a melhoria do
produto final, essa tecnologia também desperta
preocupacdes quanto a perigos com relagdo ao
ambiente, devido as caracteristicas intrinsecas das
NPs, como tamanho, area superficial, capacidade de
aglomeracao/dispersdo e entre outras caracteristicas.

Diante deste panorama apresentado acredita-se
que maiores e mais aprofundados estudos devam ser
realizados, investigando as respostas celulares a
exposi¢do a diferentes nanocompostos (SIMKO et

al. 2010).

Materiais e métodos

Materiais: o algodao utilizado na obtengdo de
nanofibras foi o branco comercial (Apolo), e a polpa
Kraft foi fornecida por Suzano Papel e Celulose.
Acido sulfirico (Synth) foi usado na hidrolise e
membrana de celulose (Sigma-Aldrich) para diélise
e acido acético glacial (Qhemis) na modificacdo
superficial. No teste de genotoxicidade, foram
utilizados acido cloridrico (Synth), e reativo de
Schiff e Carmim Acético para coloragao.

Hidrolise dacida: as fibras de algoddo e de polpa
Kraft foram submetidas a hidrdlise com solugdo de
acido sulfurico 6M sob agitagdo a 45°C por 75min.
A reagdo foi finalizada com a adigdo de agua
destilada gelada. A suspensdo de whiskers foi
centrifugada a 10000 rpm por 10 min e submetidos
a dialise em agua corrente até¢ pH neutro e seca por
liofilizacdo. A modificacdo superficial se deu por
esterificagdo das nanofibras com acido acético por
30 min, seguido de neutralizagdo, congelamento e
secagem por liofilizagdo.
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de foi

colocando sementes de Allium cepa para germinar

Teste genotoxicidade: realizado
atingindo 2 cm de raiz. Apos, as raizes foram
expostas as solucdes aquosas de whiskers de
celulose (1% m/v) de algoddo ndo modificadas e
modificadas superficialmente; e de polpa Kraft ndo
modificadas e modificadas superficialmente, e ao
controle negativo por 24h. As sementes foram
fixadas e posteriormente tratadas com HCI. Apds
tratamento com HCI foi realizado a coloragdo com
reativo de Schiff e Carmim Acético sendo o material
fixado em da técnica de

esmagamento das raizes em laminas para posterior

lamina através
visualizagdo em microscopio 6tico.

As analises estatisticas foram realizadas no
programa Grafic Prism5. O indice mitdtico foi
calculado dividindo-se o numero de células em
divisdo pelo total de células (Eq. 1).

namerodecélulasemdivisio

indiceMitético = €))

totaldecélulas

O Indice de alteracdo foi calculado dividindo-
se a média do indice de alteragdo das nanoparticulas
dividido pela média dos negativos (Eq.2)

z . ~ totaldealteracoes
indicedealteragio = —————"252°2

)

celulasemdivisao

O Indice de alteracdo relativo foi calculado
dividindo-se a média do indice de alteracdo das
nanoparticulas dividido pela média dos negativos

(Eq.3)

médiaindicedealteracio

indicedealtrelativo =

€)

médiadonegativo

Resultados e discussao

A analise de Allium cepa foi realizada em
triplicata. Foram avaliados os indices mitoticos e
indice de alterag¢do de cada tratamento.

Tab. 1 Resultados da analise do indice mitdtico e o
indice de alteragdo com as nanoparticulas.
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Total de Indice Indice de
Células Mitético Alteragdo
Trat ‘ Média + Média + Média +
ratamen
atamento Desvio Desvio Desvio
Negativo 934 + 32 1,04+ 0,02 0,04 + 0,02
NF algodao 966+26  1,03+0,02 0,04 +0,02
modif. sup. 1%
NF algoddo ndo
4 + 1,03 £ 0,02 +0,02
modificado 1% 964 + 8 ,03+0,0 0,05+ 0,0
NEpolpaKraft = g0c 11 1042000  0,04+0,02
modif. sup. 1%
NF polpa Kraft
nao modificado 960 + 7 1,04 + 0,00 0,04 + 0,02

1%

Podemos ver no grafico (Fig.l1) que as
diferencas observadas em cada tratamento foram
significativas quanto o indice de alteracdo relativo,
¢ comparado ao controle negativo, com o auxilio do

programa estatistico Grafic Prism5.

Tratamento

Fig. 1- Grafico da andlise do tratamento com as nanoparticulas
com o indice mitdtico relativo comparados ao negativo.

Conclusoes
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A andlise do grafico obtida através do teste

Allium cepa, mostrou que as nanofibras na
concentracao testada (1%) apresentaram
genotoxicidade, pois seus resultados foram

significativos comparados ao controle.
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