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RESUMO

A nanomedicina ¢ a aplicacdo da nanotecnologia a prevengao, diagndstico e tratamento
de patologias. A nanodentistry ¢ a nanomedicina aplicada a 4rea da medicina dentaria.
Apesar da recente expansdo de ambas, o seu progresso tem de vir acompanhado da
avaliacdo da seguranga dos nanomateriais utilizados, em fases precoces do seu
desenvolvimento ou aplicacdo num produto. A celulose ¢ um material natural que se
encaixa na tendéncia global de sustentabilidade: ecoldgico, abundante e de baixo custo.
Particularmente, as nanofibras de celulose (CNF) apresentam 6timas propriedades fisico-
quimicas e tém sido usadas, entre outras aplicacdes, para o refor¢o de materiais
restauradores ou como constituintes de matrizes € membranas para regeneragdo dssea e
periodontal. Apesar da CNF bacteriana ser atualmente mais utilizada para fins
biomédicos, a CNF proveniente de plantas (PC) tem surgido em forte competicdo, em
termos econdémicos. Apesar disso, a PC apresenta maiores preocupagdes de

biosseguranga, devido a sua constitui¢do e aos seus métodos de obtengao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biosseguranca de duas CNF obtidas por diferentes

métodos, através da andlise do seu potencial cito- e genotdxico em osteoblastos humanos.

As duas amostras foram obtidas a partir de pasta industrial branqueada de Eucalyptus
globulus, através de dois métodos — oxidacdo mediada por TEMPO e hidrolise
enzimdtica. A citotoxicidade foi aferida pelo ensaio do MTT e a genotoxicidade pelo

ensaio do micronucleo com bloqueio da citocinese.

Nenhuma das CNF demonstrou ser citotoxica, independentemente da dose e do tempo de
exposicdo. Nas concentracdes mais baixas, observou-se um aumento da frequéncia de
células micronucleadas e de pontes nucleoplasmaticas, induzidas por ambas as CNF, o
que sugere que sao genotoxicas.

Com este trabalho contribuiu-se para a caracterizagdo da toxicidade de duas novas CNF,
permitindo a alteracdo de algumas caracteristicas, de modo a obter CNF seguras para a

saude, antes da sua integracdo em produtos para a area da medicina.

Palavras-chave: fibras de nanocelulose, nanodentistry, citotoxicidade, genotoxicidade






ABSTRACT

Nanomedicine is based on the application of nanotechnologies into the medical field to
advance and improve diagnostics, prevention and treatment of human disease.
Nanodentistry is nanomedicine applied to dentistry. While the recent expansion of both
has been enormous, its progress must go hand in hand with nanosafety, i.e., with the safety
evaluation of nanomaterials in an early phase of its development or application into a
product. Cellulose appears as a natural and readily available material, which fits within
the global tendency of sustainability: ecological, abundant and low cost. Particularly,
cellulose nanofibrils (CNF) show great physicochemical properties and have been used
to reinforce restorative materials and as constituents of scaffolds and membranes for bone
and periodontal regeneration. Although bacterial nanocellulose is nowadays more used
in biomedical applications, CNF produced from plants (PC) has been appearing as an
economic competitor. However, PC may bring more toxicological concerns than the

bacterial type, due to its composition and methods of production.

The objective of this work was to evaluate the safety of two CNF obtained through
different methods, through the analysis of their cytotoxic and genotoxic effects in human

osteoblasts.

The CNF were obtained from the same raw material — industrial bleached Eucalyptus
globulus kraft pulp - by two different methods: TEMPO-mediated oxidation and
enzymatic hydrolysis. The CNF cytotoxicity was assessed by the MTT assay and the

genotoxicity by the cytokinesis-block micronucleus assay.

None of the CNF showed cytotoxicity towards the studied cells, regardless of doses or
exposure time. An increase in micronucleated cells and nucleoplasmatic bridges
frequency was noted for the two lowest concentrations, meaning there was some degree

of genotoxicity.
This work contributed to the characterization of the potential toxic effects of two new
CNF, in order to modify their characteristics so a safer material can be obtained for

application in the biomedical field.

Key-words: nanocellulose fibers, nanodentistry, cytotoxicity, genotoxicity
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ESTADO DA ARTE

1. ESTADO DA ARTE

1.1 NANOESCALA, NANOMATERIAIS E NANOTECNOLOGIA

There’s plenty of room at the bottom (Feynman, 1960).

Assim se iniciou a conversa cientifica sobre a escala nano e o seu potencial como novo

campo da ciéncia.

A escala nano situa-se, segundo a norma ISO/TS 8004-1:2015, entre 1 nm e 100 nm. Os
nanomateriais sdo definidos, por recomendac¢do da Comissao Europeia (2011), como “um
material natural, incidental ou fabricado, que contém particulas num estado desagregado
ou na forma de um agregado ou aglomerado, e em cuja distribuicdo nlimero-tamanho
50% ou mais das particulas tém um ou mais dimensdes externas na gama de tamanhos

compreendidos entre 1 nandmetro e 100 nandmetros”.

A nanotecnologia baseia-se na aplicacdo destes nanomateriais a area da tecnologia, isto
¢, o progresso da tecnologia fazendo uso do conhecimento cientifico desenvolvido sobre
materiais na escala nano (ISO/TS 8004-1:2015). Padovani et al. (2015) detalham que a
nanotecnologia pretende “o desenvolvimento de materiais e dispositivos de alta

performance em escalas nanométricas”.

Apesar da sua defini¢do ter um caracter dindmico que se pode alterar com a progressao
do conhecimento cientifico (Schmalz, Hickel, Landuyt & Reichl, 2017), a nanotecnologia
¢, neste momento, um campo em expansao em varias areas (Louro, Borges & Silva, 2013
& Schmalz et al., 2017). De facto, a nanotecnologia ¢ ja hoje responsavel por uma fatia
relevante do crescimento econdmico em paises industrializados. S6 a Unido Europeia ¢
responsavel por 30% do mercado produtor (Louro et al., 2013). Como consequéncia deste
progresso tém surgido cada vez mais grupos de trabalho associados a agéncias nacionais
e internacionais com o objetivo de explorar o potencial desta nova tecnologia para que se

expanda o seu uso (Schmalz et al., 2017).
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EM MEDICINA DENTARIA

Quanto aos nanomateriais, existem diversas classificagdes e subgrupos. Podem ser de
origem natural, presentes na natureza como consequéncia dos seus fendomenos, ou de
origem antropogénica, como resultado de atividades humanas (ex: processos fabris ou
produgdo). Dentro destes ultimos, podemos subclassifica-los em nanomateriais
incidentais (produto secundario resultante da fabricacdo de outro produto primario) ou
nanomateriais manufaturados, estes sintetizados deliberadamente com certas
propriedades para cumprirem um proposito especifico (Louro ef al., 2013 & Schmalz et

al., 2017).

Em relagdo aos materiais a escala ndo nanométrica, os nanomateriais da mesma
composicao quimica apresentam, obviamente, caracteristicas fisico-quimicas diferentes,
que lhes conferem propriedades mais vantajosas, tais como propriedades mecanicas,
opticas, eléctricas e magnéticas. Devido a inovagdo que trazem, os nanomateriais t€ém
vindo a ser aplicados em diversas areas. Entre elas, a cosmética, o desporto, a producdo

automovel, a electronica ¢ a medicina (Louro et al., 2013).

1.2 NANOMEDICINA

A nanomedicina refere-se a aplicagdo do desenvolvimento tecnoldgico na area dos
nanomateriais & medicina. E definida como a utilizagdo controlada dos nanomateriais
para fins de diagnostico, monitorizagdo, controlo, prevencao e tratamento de patologias
humanas (Tinkle et al., 2014 & Schmalz et al., 2017). O seu aparecimento e evolugdo
pressupdem um aumento na eficiéncia dos cuidados de saude, com custos mais reduzidos

(Louro et al., 2013).

Soares, Sousa, Pais & Vitorino (2018) definem quatro areas de aplicacdo da
nanomedicina: nanodiagnostico, nanoterapéutica, medicina regenerativa e theranostics (a
combinagdo de diagndstico e terapéutica). Dentro destas, as aplicacdes sdo imensas,
sendo alguns exemplos a transferéncia de genes (gene transfer) (Schmalz et al., 2017),
sistemas de terapéutica dirigida (targeted drug-delivery), a integracdo em proteses
ortopédicas e a sintese de tecidos artificiais, como osso ou pele (Louro, Bettencourt,

Gongalves, Almeida & Silva, 2015).
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1.3 NANODENTISTRY

Tal como nas outras areas, a aplicagdo de nanomateriais encontra-se em expansio
também na 4area da medicina dentdria (Schmalz et al., 2017). A nanodentistry ¢ a
utilizagdo da nanotecnologia aplicada ao campo da medicina dentaria. Nas palavras de
Padovani et al. (2015), a nanodentistry “¢ a ciéncia e tecnologia de diagnostico,
tratamento e preven¢ao de doengas orais e dentarias, alivio de dor, preservagao e melhoria

da saude oral utilizando materiais nanoestruturados”.

A nanotecnologia tem permitido uma melhor compreensao biomecanica dos tecidos orais,
tal como o esmalte, e foca-se agora em conseguir melhorar a performance de varios
materiais utilizados nesta area, e que assim se possam apresentar com caracteristicas
estruturais de alta qualidade (Padovani et al., 2015). A diminuicdo do tamanho das
particulas garante vantagens ao nivel das propriedades mecanicas, fisicas, estéticas,
quimicas, de efeito terapéutico ou antimicrobiano (Schmalz et al., 2017). Permite também
ajudar a contornar as limitagdes dos materiais dentarios atualmente existentes e a
melhorar o trabalho do médico dentista e a qualidade de vida do paciente (Khurshid et

al., 2015).

As areas de aplicagdo dos nanomateriais sdo transversais as areas da medicina dentéria.
Na tabela 1, encontram-se alguns materiais e as suas aplicagcdes detalhadas. De facto, a
nanodentistry abrange a endodontia, dentisteria, periodontologia, cirurgia,
implantologia, medicina dentaria preventiva e comunitaria, reabilitacdo oral (Khurshid et
al., 2015, Priyadarsini, Mukherjee & Mishra, 2017 & Schmalz et al., 2017) ortodontia e
até ao procedimentos transversais a todas as areas como a anestesia (Chandki et al., 2012
& Khurshid ef al., 2015). As perspectivas apontam para que, num horizonte temporal
entre 10 e 20 anos, seja possivel ter acesso a intervengdes tdo simples como a
incorporacdo de nanomateriais em materiais ja existentes ou a utilizacdo de nanorobots
capazes de anestesiar e desanestesiar a polpa com o clique de um botdo (Chandki et al.,
2012 & Khurshid et al., 2015). Neste contexto, torna-se imperativo garantir que os
nanomateriais utilizados sdo biocompativeis e ndo causam efeitos adversos na saude do

paciente, quer a curto quer a longo prazo.
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CONTRIBUICAO PARA A AVALIACAO DA SEGURANCA DE NANOFIBRAS DE CELULOSE COM APLICACAO

EM MEDICINA DENTARIA

Tabela I - Aplicagées dos nanomateriais nas diferentes dreas da medicina dentaria. Elaborada com base
em Chandki et al, 2012, Khurshid et al., 2015, Halib et al., 2017, Priyadarsini et al., 2017 & Schmalz et

al., 2017
Area da
medicina Tipo de material Constituintes Aplicagdes
dentéria
Melhoramentos na
Zinco
. reologia
Titanio
Cimentos (escoamento de
Célcio
i Materiais de fluidos)
Endodontia Silica
obturacdo Radiopacidade
Prata
Melhorar selamento
Polietileneimina de ) .
Antibacteriano
amonio quaternadrio
(Nano)celulose
Melhor polimento
Silica
Aumento das
Ionémeros de vidro e Zirconia ]
) propriedades
nano-iondmeros Prata
mecanicas
. . Resinas compostas Ouro
Dentisteria Libertagao de flior
(hibridas ou Nanotubos de carbono
restauradora L Melhorias da adesdo
nanoparticuladas) Fluoroaluminosilicatos
Reducao da adesdo
Sistemas adesivos (FAS) ]
bacteriana
Hidroxiapatite i )
Radiopacidade
Fluoroapatite )
Estética
(Nano)celulose
Matrizes de
Zirconia Osteocondugao
. . regeneracao 0ssea
Periodontologia Minociclina Adesao, migracdo e
o Membranas de
e medicina Hidroxiapatite proliferacao celular
regeneragao Ossea i i
regenerativa o Colagénio Porosidade
Antibidticos
Fibronectina
Enxertos 0sseos
.. Tratamentos de Biocompativel
Medicina Hidroxiapatite .
. hipersensibilidade Capacidade de
dentaria Prata
] Prevencgdo ou . oclusdo dos tiibulos
preventiva e . Titanio o
paragem de erosdo il dentinarios
itari ilica
comunitaria dentaria Antibacteriano
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Para além da utilizacdo intencional, os nanomateriais em medicina dentdria podem
formar-se também como consequéncia dos procedimentos efetuados, tais como o
desgaste de proteses e de restauragdes, particulas das proprias brocas, a libertagdao de
particulas em papéis de oclusdo ou cimentos ou em materiais de impressao convencionais
ou digitais. Assim, os médicos dentistas sdo capazes de produzir, na propria consulta,
nanoparticulas mesmo que os materiais nao as contenham na sua composicao. A presenca

destas nanoparticulas pressupde a frequente exposicao por parte dos profissionais da area
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de medicina dentaria, tais como médicos e assistentes, dos técnicos de laboratorio,
aquando do periodo de manufatura, manipulagdo e finalizagdo, e do proprio paciente,
durante o procedimento e enquanto o material permanecer na sua cavidade oral (Schmalz
et al., 2017). Consequentemente, surgem também as preocupagdes relativamente a
exposi¢do ocupacional dos profissionais desta area, exposi¢do essa que se assume vir a
ser continua e prolongada. Para além da exposi¢do ocupacional, existem também
preocupacdes com a disseminacdo destes materiais e os seus efeitos nas populacdes e

ambiente (Louro ef al., 2013).

1.4 NANOCELULOSE

O interesse pela celulose por parte da comunidade cientifica segue a tendéncia global de
procurar cada vez mais a utilizagdo de materiais de baixo custo e sustentaveis. A celulose
¢ o biopolimero mais abundantemente encontrado na natureza e também o mais
renovavel. E possivel encontra-lo nas paredes celulares de madeira, algoddo, canhamo e
outras plantas, mas também ¢ produzido por algas, fungos e bactérias (familia
Acetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina). Em
termos quimicos e estruturais, a celulose € considerada um homopolimero natural de alto
peso molecular. Os mondmeros que a constituem sdo anidro-D-glucose unidas em alfa-
1,4 e a sua unidade estrutural € a celobiose, a jungdo de duas moléculas de agicar. Na
natureza ndo € possivel encontra-la nesta forma uma vez que as moléculas se juntam em
cadeias, as cadeias em microfibrilhas e as microfibrilhas em fibras (bundles) (Halib ez al.,

2017).

OH
OH

HO O o
OH
L OH Jin

Figura 1 — Estrutura quimica da nanocelulose. Imagem de Rebouillat & Pla
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Com base na sua fonte, a celulose ¢ dividida em celulose bacteriana (bacterial cellulose,
doravante referida como BC) — e celulose proveniente de plantas (plant cellulose, referida

neste trabalho como PC).

A BC ¢ considerada uma celulose pura, uma vez que nao se encontra associada a lignina
ou hemicelulose. Estes compostos, presentes na PC com fungdes descritas adiante, devem
ser removidos antes da aplicacdo biomédica. Assim, a BC ndo necessita de sofrer
tratamentos quimicos para a sua utilizacdo. Esta melhor caracterizada e apresenta
menores problemas de seguranca do que a PC e esta, por isso, mais presente no mercado
atual. Na sua composi¢do quimica ndo difere da PC; no entanto, a sua morfologia
estrutural ¢ mais inconsistente do que a da PC, o que lhe confere diferentes caracteristicas.
Apos a formagdo de fibrilhas, a BC organiza-se em estruturas chamadas lagos (ribbons)
numa estrutura de aspecto reticulado e adopta também uma estrutura mais cristalina. E
uma estrutura altamente hidratada e que sugere semelhangas com as fibrilhas de
colagénio. Forma estruturas hidrofilas, biocompativeis, ndo tdxicas, absorventes,
seletivamente permedaveis e porosas (Halib et al, 2017). A producdo de BC ndo ¢ ainda
competitiva em termos econdmicos por comparacao a outros polimeros e, portanto, a PC
surge como uma boa alternativa neste campo (Nordli, Chinga-Carrasco, Rokstad &

Pukstad, 2016).

A celulose proveniente de plantas ndo ¢ considerada pura como a BC pois possui outros
compostos associados, nomeadamente lignina e hemicelulose que apresentam problemas
de biocompatibilidade. A lignina tem um papel na natureza, de conferir rigidez as fibras,
tornando-as resistentes as ameagas como a gravidade e o vento. Ja a hemicelulose atua
como agente de ligagdo entre a celulose e a lignina. A presenca destes compostos requer
uma caracterizagdo mais aprofundada em relagdo aos seus efeitos citotoxicos e de
resposta inflamatoria (Nordli et al., 2016). Por exemplo, a lignina ndo ¢ biodegradavel,
permanecendo no organismo com efeitos imprevisiveis. Assim, a PC tem de ser
submetida a processos quimicos para remover estes compostos reconhecidamente
toxicos. Esses processos podem em si mesmos aumentar o potencial de toxicidade da PC,
ja& que deixam quimicos residuais (Halib ez al., 2017). Assim sendo, a PC para aplica¢des

biomédicas necessita de ser purificada (Nordli et al., 2016).
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1.4.1 APRESENTACOES E MODIFICACOES DA CELULOSE

A partir das microfibrilhas de celulose ¢ possivel obter dois tipos de material: as
nanofibras, referidas de aqui em diante como CNF, e os nanocristais (CNC) (Nordli et

al., 2016 & Halib et al., 2017).

As CNF sdo fibras com didmetro entre 20 ¢ 40 nm e comprimento na ordem dos
micrometros (Nordli et al., 2016 & Halib et al.,, 2017). Em termos de estrutura,
assemelham-se aos nanotubos de carbono e aos asbestos, por possuirem uma razio de
aspeto aumentada, isto €, a razdo entre o comprimento e a largura da particula (Ilves et

al., 2018).

Apesar de tanto a BC como os CNC terem propriedades interessantes, sdo actualmente
considerados nao toxicos e utilizados no mercado (Ventura, Lourengo, Sousa-Uva,

Ferreira & Silva, 2018). O presente trabalho foca-se nas CNF provenientes de plantas.

As nanoceluloses podem ainda sofrer modificagdes quimicas com diversos objetivos.
Estas incluem a esterificagdo, cationizacdo, carboxilagdo, sililacdo ou as mais comuns,
carboximetilagdo e acetilacdo. Estas modificacdes permitem alterar ligeiramente as
propriedades das nanoceluloses para que possam ser utilizadas em diversas aplicagdes.
Por se tratarem de alteragdes a estrutura base da nanocelulose, podem tornar o material
mais dispendioso, menos natural e por isso mais facilmente escrutinizado pelos agentes

de regulacdo (Halib et al., 2017).
Para além das modificagdes introduzidas propositadamente, ¢ possivel obter materiais

com tamanho, energia de superficie e estrutura fisica diferentes a partir da mesma matéria

prima, de acordo com o método de producao (Lima et al., 2012).

1.4.2 APLICACOES BIOMEDICAS

As aplicagdes das nanoceluloses no campo da adrea médica sdo imensas e variadas. Uma

vez que se afigura como um material econémico e amplamente disponivel, o aumento da
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sua utilizag@o ¢ expectavel. Dentro dos varios exemplos disponiveis, existem areas onde

tém vindo a trazer grandes progressos (Halib et al., 2017).

Cicatrizagdo de feridas — especialmente de origem térmica, como
queimaduras, em que ha uma perda excessiva de fluidos com consequéncias
graves para o paciente. CNC e CNF foram ja utilizados como sistema de
entrega de substancias bioativas, como antinflamatorios, antibidticos e fatores
de crescimento. Estes materiais possuem uma ampla area de superficie que
permite a incorporacdo de mais moléculas e sdo biocompativeis. CNF
associadas a células mesenquimais foi utilizado também como fio de sutura,
uma vez que ¢ capaz de manter as duas propriedades mecanicas em ambientes
humidos e de ser uma matriz eficaz ao crescimento celular.

Regeneragdo 6ssea — CNC tém vindo a ser utilizados como matriz para
regeneracdo, ndo sO pelas suas propriedades mecdnicas mas por terem
capacidade de fixar o cdlcio, o que favorece uma deposi¢ao mais uniforme, e
poderem ser combinados com células mesenquimais que promovem a
diferenciagdo de osteoblastos. CNF foram utilizadas com o mesmo fim e
apresentaram bons resultados, uma vez que o seu formato em fibras faz um
bom trabalho de mimicar a matriz extracelular. Acetato de celulose foi
utilizado como matriz 3D e apresentou uma porosidade Optima para a
formag¢do de novo osso e capilares sanguineos, por excelente difusdo de
oxigénio e nutrientes. Estes materiais que mimetizam a matriz extracelular
promovem a proliferagdo celular para além dos limites da matriz.
Regeneragdo cartilaginea — por ser maioritariamente avascular, a recuperagao
do tecido cartilagineo ¢ ainda um desafio clinico. Tem-se apostado mais na
sua substitui¢do e mais recentemente, com recurso a materiais impressos em
impressores 3D. As CNF tém sido utilizadas em conjugacdo com outros
materiais, como por exemplo alginato, para servirem de constituintes a
biotinta (bioink) das impressoras, formando estruturas viscoeldsticas
parecidas a cartilagem. Para além da tinta, a CNF ¢ utilizada também em
matrizes para o tecido cartilagineo. Mais uma vez, a utilizagao da celulose tem
como vantagem a possibilidade de adicionar substincias bioativas como

células que favorecem a condrogénese.
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1.43 APLICACOES NA MEDICINA DENTARIA

A nanocelulose ¢ ja atualmente aplicada no campo da medicina dentdria. As suas
propriedades sdo atraentes para melhorar alguns materiais e procedimentos. Na tabela 1,

podemos notar a sua presenga em diversas areas da medicina dentaria.

As CNF sao utilizadas para refor¢ar diversos materiais, melhorando as suas propriedades
mecénicas. E um exemplo disso, os cimentos de ionémero de vidro (CIV), que se
apresentam como um dos melhores materiais de restauragdo, no entanto sdo ainda frageis
do ponto de vista de durabilidade. Halib ez al. (2017), descrevem um estudo em que foram
avaliadas as propriedades de um CIV refor¢cado com nanofibras provenientes de polpa de
eucalipto. Neste estudo, a forca compressiva e a for¢a diamétrica de tensdo duplicaram
por comparagdo a um CIV comum, enquanto que o modulo de elasticidade quase
triplicou. O polimetilmetacrilato (PMMA), utilizado na confeccao de bases para proteses,
mostrou igualmente melhorias nas suas propriedades mecanicas com a adi¢do de CNF.

Para além disto, as fibras agiram como agente de unido entre os componentes do PMMA.
Uma grande area em desenvolvimento na medicina dentdria ¢ a regeneracdo dssea e
periodontal.
1.5 REGENERACAO PERIODONTAL
De entre as varias possiveis utilizagdes da nanocelulose no campo da medicina, e mais
concretamente no campo da dentaria, surge bastante interesse na sua aplicagdo em
procedimentos de regeneragdo Ossea.
1.5.1 PERIODONTO
O periodonto ¢ definido como o conjunto de tecidos que fornecem suporte aos dentes no

0sso. E um biossistema funcional, constituido por osso alveolar, cimento radicular,

gengiva e ligamento periodontal (Siaili, Chatzopoulou & Gillam, 2017), que se vai
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alterando ao longo da vida, por senescéncia natural ou processos patologicos (Andrei,

Dinischiotu, Didilescu, Ionita & Demetrescu, 2017).

O osso alveolar pertence a maxila e a mandibula e a sua remodelagdo acontece de maneira
semelhante a dos outros ossos do corpo humano, por deposicao e reabsor¢ao. O cimento
radicular recobre todas as raizes de todos os dentes e ¢ onde se ligam as fibras do
ligamento periodontal na por¢ao dentaria. A gengiva faz parte da por¢do mastigatoria das
mucosas orais € a sua funcao € proteger os tecidos que circundam os dentes do ambiente
oral. E constituida por gengiva livre, gengiva aderida e gengiva interdentaria. A margem
gengival acompanha o nivel do osso, portanto quando héa perda deste, existe retracao

gengival e exposi¢do do cimento a cavidade oral (Andrei ef al., 2017).

O ligamento periodontal ¢ o responsavel por unir o osso alveolar ao dente. Tem um
comportamento eldstico e atua como amortecedor das forcas que o dente exerce sobre o
0sso. E um tecido rico em células, possuindo cimentoblastos — as células responsaveis
pela formacdo do cimento — na por¢do mais proxima do cimento, e osteoblastos e
osteoclastos junto ao osso alveolar (Andrei et al, 2017). Possui igualmente células
imaturas, capazes de se diferenciarem, o que o torna extremamente importante para a

regeneracdo do periodonto (Siaili et al., 2017).

1.5.2 DOENCA PERIODONTAL

O envelhecimento da populagdo veio acompanhado de um aumento significativo da
prevaléncia da patologia periodontal. Esta provoca a perda continuada de suporte do dente
até a sua eventual avulsdo. O tratamento da periodontite permite impedir a progressao da
doenca, mas muitas vezes ndo permite recuperar os tecidos que ja foram perdidos (Andrei
et al., 2017). O osso possui capacidade de regeneragdo inata mas nao ilimitada. Assim,
sob grandes perdas ou estimulos que impedem o metabolismo, ndo consegue recuperar,

formando-se zonas de perda 6ssea (Calciolari & Donos, 2018).
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1.5.3 REGERERACAO PERIODONTAL

Apesar das ultimas trés décadas terem sido ricas em avangos na area da regeneragdo
periodontal, este procedimento ainda se afigura como um desafio clinico. A regeneracao
dos tecidos periodontais tem aplicagdes limitadas e resultados pouco previsiveis e ¢é
muitas vezes incompleta. As consequéncias destas limitagdes sdo ndo so estéticas como
de satde ja que existe a perpetuagdo da doenga periodontal devido a permanéncia de areas
de menor resisténcia, tais como defeitos intradsseos e de furca ou bolsas profundas (Siaili

etal.,2017).

O objetivo principal da regeneracdo periodontal é a recuperagdo dos tecidos periodontais
perdidos. Isto vai levar a que:

1. Exista controlo da infec¢do e inflamacao

2. Exista manutencdo da saude, fungdo, conforto e estética dos tecidos de suporte

do dente.

A regeneracao periodontal deve procurar mimetizar a formagao embrioldgica dos tecidos
periodontais. Foi postulado por Melcher (1976), que a ocupacdo celular do espaco a
regenerar ¢ determinada pelo primeiro tipo de células que adere a raiz do dente. Em varios
estudos foi descrita a inibi¢ao de crescimento de tecido conjuntivo devido a ocupagao por
tecido epitelial gengival, o que provoca uma regeneracdo incompleta sem regeneragdo
Ossea. Foi também descrito o crescimento de cimento e fibras de tecido conjuntivo quando
o contato era estabelecido com fibras do ligamento peridontal vitais. Isto indica-nos que
apenas o ligamento periodontal possui potencial para fazer crescer tecidos diferenciados
e assim obter uma verdadeira regeneragao periodontal. Este potencial provém da presenga
de células imaturas neste tecido (Siaili et al., 2017).

Para uma regeneragao periodontal completa, € necessario que a regeneracao seja a nivel
de todos os tecidos, nomeadamente do osso, € ndo apenas a custa da formacao de um

epitélio juncional longo (Andrei ef al., 2017).
Surge, assim, a necessidade de criar um método que impeca as células de mais rapida

proliferacdo de se unirem a raiz do dente, antes que as células que interessam a

regeneragdo verdadeira o fagam, ou seja, um método que impega a aderéncia dos tecidos
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provenientes da gengiva e que favoregam a adesao dos tecidos provenientes do ligamento

periodontal.

1.54 REGENERACAO OSSEA GUIADA

A regeneragdo Ossea guiada (Guided Bone Regeneration - GBR) consiste em todos os
procedimentos que procuram a regeneragdo dos tecidos periodontais perdidos através da
interposicao de uma membrana que exclui os tecidos epiteliais e conjuntivo da gengiva e
os impede de aderirem a raiz e ao osso adjacentes. Este procedimento tem-se mostrado
uma boa opc¢ao para a recuperacgdo parcial do osso perdido e afigura-se hoje em dia como
0 gold standard da regeneracdo periodontal (Takata, Wang & Miyauchi, 2001 & Siaili et
al., 2017).

A GBR pressupoe a utilizagdo de membranas, que podem ser de diversos materiais,
reabsorviveis ou ndo reabsorviveis, sendo que tem sido dada preferéncia as reabsorviveis
(Siaili et al., 2017). Tanto as reabsorviveis como as ndo reabsorviveis t€ém vantagens e
desvantagens. As reabsorviveis sdo de facil uso, reduzem o risco de infec¢do bacteriana
no local e vao sendo gradualmente degradadas, o que ndo exige uma segunda cirurgia
para a remocdo. As ndo-reabsorviveis sdo Uteis para manter o espago necessario a

regeneragdo durante o tempo desejado (Andrei et al., 2017).

Para além da sua fungdo mecanica, Takata et al., no seu estudo de 2001, provam que os
materiais utilizados na confeccdo das membranas t€m per se influéncia no processo de
regeneragdo Ossea.

As propriedades biomecanicas das membranas tém vindo a ser melhoradas através de
varios processos, nomeadamente pela adicdo de novos materiais a sua composi¢ao. As
membranas mais recentes destacam-se por servirem nao s6 como barreira mas também
como agentes de entrega de outras substancias bioativas, nomeadamente antibidticos (tais
como a amoxicilina e a tetraciclina), fatores de crescimento e fatores de adesao. Para além

disto, as membranas permitem o recrutamento seletivo de células (Andrei ef al., 2017).
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O procedimento ja utilizou diversos tipos de membranas ao longo dos tempos, no entanto
ha cinco caracteristicas essenciais que as membranas devem possuir (Scantlebury, 1993):
1. Integracgdo tecidular
2. Oclusividade celular
3. Manuseabilidade clinica
4. Capacidade de criar e manter espago para a prolifera¢do das células do ligamento
periodontal e osso alveolar para o defeito

5. Biocompatibilidade

Neste momento, sdo utilizados diversos materiais, do colagénio ao acido polilactico para
a formacdo de membranas (Takata et al., 2001), no entanto ndo existe ainda o material
perfeito. O aparecimento da nanocelulose como possivel novo material de aplicagdo nesta

area pode vir a colmatar algumas das falhas nos materiais utilizados atualmente.

Para além dos estudos ja praticados noutras zonas do corpo e descritos nas aplicagdes
biomédicas da nanocelulose, existem ja algumas experiéncias no osso constituinte do
periodonto. No caso da GBR, a nanocelulose j& foi aplicada na constitui¢do de
membranas, uma vez que obedece a algumas caracteristicas-chave, nomeadamente

promoverem a adesdo e migracao celular ao longo do material (Halib et al., 2017).

Takata et al. (2001), efetuaram dois estudos separados em que avaliaram a afinidade de
osteoblastos para diferentes membranas. As membranas de celulose provenientes de
plantas (uma combinacdo de acetato de celulose com nitrocelulose) mostraram o maior
numero de células aderentes e foram as terceiras na quantificagdo da migragdo celular.
Os autores concluem que as membranas de celulose estao entre as que melhor promovem

a migracao de células osteoblasticas.

Em 2017, Siaili et al. utilizam membranas de celulose oxidada e descrevem-nas como

tendo efeitos prometedores na GBR, no entanto carecem de estudos mais aprofundados.
Retirando também a aplicag@o na regeneragao cartilaginea, ¢ possivel imaginar alguma

utilidade na regeneragdo das estruturas constituintes da articulagdo temporomandibular,

especialmente da cabega dos condilos.
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1.6 NANOTOXICOLOGIA

O boom da nanotecnologia vem logicamente acompanhado de um aumento na exposicao
humana aos nanomateriais. Esta exposi¢cdo pode acontecer ao longo de todas fases do
ciclo de vida do nanomaterial, sendo os individuos potencialmente expostos os
trabalhadores envolvidos na sintese, producao e aplicagdo dos nanomateriais (Louro et
al., 2013). Por outro lado, os consumidores e, no caso das aplicacdes biomédicas, os
pacientes, estardo também ubiquitariamente expostos. Por este motivo, as nanoparticulas
sdo cada vez mais uma preocupacdo para as agéncias que regulamentam a sua seguranca,
como a ISO ou a OMS (Carriere, Sauvaigo, Douki & Ravanat, 2016 & Schmalz et al.,
2017).

A via inalatdria ¢ considerada a mais relevante para a exposi¢do humana, especialmente
importante na exposi¢ao ocupacional. A via oral ¢ igualmente uma via de exposi¢do em
estudo, uma vez que os nanomateriais podem ser absorvidos pelo intestino, obtendo
acesso ao meio interno do organismo. A partir dai, devido ao seu tamanho, estas particulas
sdo capazes de, através das circulagdes sanguinea e linfatica, alcangar diversos orgaos e
tecidos (Louro et al., 2013 & Schmalz et al., 2017). Para além disto, em comparagdao com
0S seus pares macro ou micrométricos, 0s nanomateriais possuem racio area
superficial/volume aumentado (Schmalz et al., 2017). Alguns materiais conhecidos
assumem a forma de fibras e possuem uma razdo de aspecto elevada (razdo
comprimento/largura), como € o caso dos nanotubos de carbono e tém vindo a causar

preocupagdo pelo seu potencial inflamatorio e toxico (Ilves et al., 2018).

Apos alcangarem os tecidos, ja foi demonstrado que os nanomateriais sdo capazes de se
acumular em praticamente todo o tipo de células. A sua entrada mais provavel ¢ por
endocitose (Carriere et al., 2016) e apds o acesso ao interior da célula podem causar

reaccdes directas ou indirectas sobre o genoma das células (Louro et al., 2013).

De acordo com Carriere et al. (2016), existem dois paradigmas quando se fala de
toxicologia dos nanomateriais: o seu potencial inflamatorio e o stress oxidativo. Por um
lado, foi j&4 demonstrado em roedores a existéncia de uma resposta inflamatdria com um
consequente aumento do stress oxidativo a partir da produgdo de radicais livres de

oxigénio (ROS). Por outro, mesmo na auséncia de células inflamatérias no local, os
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nanomateriais podem causar stress oxidativo através dos constituintes da propria célula,
como as mitocondrias (Schmalz et al., 2017). O stress oxidativo pode acontecer por
excesso de produgdo de ROS, por défice na sua eliminagdo ou por ambos. A presenca
cronica deste stress vai provocar a acumulagdo de alteracdes genéticas, que podem levar
a morte ou a mutacdo da célula. Se estas lesdes ndo forem reparadas podem surgir
aberracdes cromossomicas, que irdo favorecer o aparecimento de fendmenos

cancerigenos (Carriere et al., 2016).

Por outro lado, ha que considerar as lesdes diretas que estes materiais sdo capazes de gerar
no proprio ADN da célula, uma vez que pela sua pequena dimensdo sdo capazes de
alcangar o nucleo. As alteracdes fruto da interagdo com o genoma ou com as proteinas
presentes no nucleo, causam instabilidade genética que pode entdo favorecer o
aparecimento de neoplasias (Louro ef al., 2013 & Carriere et al., 2016). E importante
ainda mencionar que as populacdes estdo neste momento expostas a diversos agentes com
capacidade de induzir muta¢des no ADN. A falha na resposta dos mecanismos de
reparacdo em simultineo com a exposicdo a agentes cancerigenos, aumentara

significativamente as consequéncias (Carriere et al., 2016).

No caso das nanofibras, caracteristicas como o comprimento, o didmetro, a forma e a
energia de superficie podem, dentro do mesmo material, causar efeitos adversos distintos

(Ilves et al., 2018 & Lima et al., 2012).

Na medicina dentaria sdo variadas as vias de exposi¢do para todos os envolvidos. Um
elevado niimero de particulas ¢, por exemplo, produzido por meio de aerossoéis. Schmalz
et al. (2017) descrevem um pico de 10° a 10° particulas/cm® na zona de respiragdo do
dentista e do paciente aquando do acabamento e polimento de restaura¢cdes em resina nos
dentes da frente. Para além disto, os pacientes podem estar expostos a nanoparticulas de
revestimentos dos implantes que se vao libertando com o tempo apos a sua colocagdo e
integragdo. Os mesmos autores relatam alguns estudos em que ndo s6 ja foram
encontradas nanoparticulas de titanio no osso regenerado que se cria a volta do implante,
como nos proprios tecidos peri-implantares, incluindo em células do ligamento
periodontal que demonstraram, por estudo in vivo conduzidos em animais, serem
sensiveis de uma maneira dose-dependente. As nanoparticulas podem, através da corrente

sanguinea, chegar a todos os 6rgdos e foram detectadas, por exemplo, no figado, no bago,
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no pulmao e nos nodulos linfaticos. Nao serd igualmente dificil de extrapolar a hipotese
de nanomateriais utilizados em regeneragdo 0ssea ou que estejam em contato direto com
0 0sso, como € o caso de cimentos cirurgicos, possam também libertar particulas que

“viajam”, por conseguinte, por todo o organismo.

Para além da exposi¢do humana direta, o rapido desenvolvimento da nanotecnologia vem
logicamente acompanhada de uma crescente disseminacdo ambiental. Isto ¢
especialmente relevante para a medicina dentdria, uma vez que muitos dos processos
realizados em consultorio sofrem uma constante irrigagdo e aspiragdo, o que favorece o
transporte de nanoparticulas para os sistemas sanitarios das cidades. Muitos consultdrios
estdo equipados com sistemas de filtragdo para as amalgamas dentdrias mas ndo para
particulas de dimensdes tao reduzidas como ¢ o caso dos nanomateriais (Schmalz et al.,

2017).

A toxicidade dos nanomateriais comegou por ser tratada de igual modo a dos materiais
de dimensoes superiores. No entanto, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas que
garantem aos nanomateriais serem tdo inovadores sdo muitas vezes as mesmas que
aumentam a preocupagdo em relagdo a sua segurancga. A sua dimensao nano altera a forma
como estes materiais se relacionam com os sistemas biologicos (Louro et al., 2013). O
facto dos materiais estarem estudados e caracterizados quanto a sua biocompatibilidade,
e mesmo que estejam aprovados, nos seus formatos macro e micro, nao significa que
exibam os mesmos comportamentos no formato nano. Podem induzir alteragdes
citologicas, imunologicas ou genéticas que ndo haviam sido observadas para esses
mesmos materiais ndo nanoparticulados. Isto obriga a que os materiais sejam estudados
no formato em que vao ser aplicados clinicamente, antes disso acontecer (Louro ef al.,

2015).

Os nanomateriais tém sido estudados como compostos quimicos comuns, no entanto,
diferem destes pelo seu tamanho, composi¢cdo quimica, forma, estrutura e energia de
superficie, agregacgao e solubilidade (Collins et al., 2017). Isto faz com que os estudos ja
existentes ndo possuam robustez cientifica nem elevado poder estatistico (Schmalz et al.,
2017) pela enorme variagdo de protocolos utilizados e, portanto, a dificuldade na sua
comparagdo. Apesar de numerosos esforcos conjuntos, tem sido dificil obter consensos

em relagdo ao estudo da toxicidade dos nanomateriais ¢ ainda se encontram em
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desenvolvimento guidelines para o seu estudo (Soares et al., 2018 & Collins et al., 2017).
Um dos pontos de partida ao avaliar a toxicidade destes materiais tem de ser a sua
completa caracterizagdo fisico-quimica. E necessario definir detalhadamente
propriedades como o tipo de material, o peso molecular, a forma, a carga de superficie e
a eventual presenca de moléculas funcionalizantes, uma vez que estas alteram a
farmacodindmica e farmacocinética dos nanomateriais (Fornaguera & Garcia-Celma,

2017).

Existem varias abordagens para estudar a toxicidade. Os estudos in vitro surgem na linha
da frente pela sua simplicidade, tempo de execugdo, por serem pouco dispendiosos, nao
apresentarem problema éticos e por ser facil controlar as condi¢des experimentais.
Servem como base para a avaliacdo de potenciais risco pois sdo muito tuteis a elucidar
sobre os mecanismos gerais que causam toxicidade. Tém, no entanto, limitacdes. No
organismo, existe a chamada “resposta coordenada dos tecidos”, que ¢ dificil de
mimetizar num sistema tao simples, que elimina todos os sistemas de compensagao e as
interacdes que existem dentro de um organismo vivo. Isto reduz a capacidade de avaliar
a resposta deste aos nanomateriais, j& que o comportamento das células em cultura
diverge do seu comportamento no contexto de um sistema biolégico complexo (Collins
et al., 2017). Os ensaios in vitro com nanomateriais sdo também conhecidos pela
interacdo das particulas com os componentes do ensaio, nomeadamente através da
formacao de aglomerados, da alteracdo de propriedades dpticas ou da alteragdo do pH do

meio (Soares et al., 2018).

Collins et al. (2017) apresentam o high throughput screening (HTS), isto ¢, o “uso de
ferramentas automatizadas para facilitar a rapida execugao de um alto niimero e variedade
de ensaios bioldgicos que podem incluir diversas substincias em simultineo”. Isto
permite a utilizagdo de varios métodos que juntos visam mimetizar o melhor possivel os
ensaios in vivo, que sdo dispendiosos e demorados. O HTS sugere um conjunto de ensaios

que inclui, entre outros, a avalia¢do da citotoxicidade e da genotoxicidade.

A molécula de ADN tem um papel central na manuteng@o da nossa informagao genética
e a presenca de lesdes estd ligada a distiirbios como a carcinogénese. Existem diversas
formas de avaliar o potencial genotéoxico de um componente, nomeadamente

quantificando e qualificando a presenga de lesdes, avaliar as consequéncias dessas
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mesmas lesdes, detectar alteracdes nos mecanismos de reparagdo (Carriere ef al., 2016).
Um dos estudos sugeridos no HTS ¢€ o ensaio do microntcleo. O ensaio de micronucleos
com bloqueio da citocinese (CBMN) ¢ um ensaio originalmente descrito por Fenech
(2007), que quantifica anomalias nos cromossomas — quebras (efeitos clastogénicos) ou

perdas (efeitos aneugénicos).

O CBMN consiste na analise de 2000 células para cada concentragdo, divididas em duas
réplicas independentes (1000 células por réplica). Permite-nos identificar danos no ADN
através da frequéncia de fendémenos como a presenca de micronucleos, pontes
nucleoplasmaticas e buds nucleares, assim como o efeito citostatico e citotoxico (analise
da percentagem de células em necrose e apoptose) do agente potencialmente toxico em
estudo (figura 2). O efeito citostatico avalia a capacidade de replicacdo das células: devido
ao bloqueio da citocinese através da citocalasina B, as células que sofreram uma tnica
divisdio vao possuir dois nucleos independentes dentro da mesma membrana
citoplasmatica, por oposicdo a apenas um nucleo ou mais do que dois nas células que nao
se dividiram ou que o fizeram mais que uma vez, respectivamente. Para isto, em cada

réplica ¢ calculada a percentagem de células mono, bi e multinucleadas por 1000 células.
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Figura 2 — Possiveis fins das células expostas a um agente cito- e/ou genotéxico no CBMN.
Imagem de Fenech (2007).

As alteragdes cromossdmicas sdo apenas contabilizadas nas células binucleadas:

e Os microntcleos representam fragmentos ou cromossomas completos que se
perderam do resto do nucleo durante a divisdo celular e sdo caracterizados por
terem um didmetro menor que 1/3 do didmetro do nucleo principal, coloragdo
igual ou ligeiramente mais intensa e ndo estarem conectados ao nucleo (figura 3).
A sua existéncia pode igualmente ser um sinal de hipometilagdo do DNA, um
evento relacionado com processos epigenéticos de regulacdo da expressdo do
DNA.

e As pontes nucleoplasméticas (PNP) resultam de células com cromossomas
dicéntricos que sdo puxados para polos opostos da célula. A existéncia destes
cromossomas pode ser por unido de telomeros (associado a telomeros curtos) ou
falhas na reparacdo do DNA. Ambos estes fenomenos ndo podem ser avaliados
somente pela presenga de micronucleos e, portanto, a avaliagdo das pontes ¢ um
complemento essencial. Ao microscopio, as PNP t€ém uma largura que ndo excede

V4 do didmetro do nucleo e caracteristicas de coloragdo semelhantes (figura 3).
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e Os buds nucleares estdo associados a amplificagdes de DNA que sdo parcialmente
separadas do nucleo. Possuem morfologia igual a dos micronucleos mas

encontram-se unidos ao nucleo principal por via de uma ponte.

E importante avaliar estes eventos uma vez que um aumento na sua frequéncia se
relaciona com fendmenos de carcinogénese. Este ensaio é um entre varios que deve ser

utilizado na analise da genotoxicidade de uma substancia ou material.

E urgente que se desenvolvam guidelines para avaliar a toxicidade dos nanomateriais,
uma vez que, com o seu rapido desenvolvimento e vantagens que oferecem a varios
niveis, existirio pressdes para serem colocados no mercado e disponibilizados a

comunidade. Sem existir uma garantia da sua seguranca, as suas propriedades vantajosas

ESTADO DA ARTE

podem tornar-se fruto de preocupagdes para a saude publica.

MN formation

©o—

O—

NPB formation

Figura 3 — Esquema que demonstra o processo de formagdo de micronticleos (MN) e pontes
nucleoplasmaticas (PNP) no processo de divisdo celular. Os MN formam-se a partir de fragmentos de
cromossomas ou de cromossomas inteiros que ficam para trds e as PNP de erros na reparagdo de quebras

nas cadeias de ADN ou de unido
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de telomeros. Imagem de Fenech (2007).
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CONTRIBUICAO PARA A AVALIACAO DA SEGURANCA DE NANOFIBRAS DE CELULOSE COM APLICACAO
EM MEDICINA DENTARIA

1.6.1 NANOTOXICOLOGIA DA PC

Todos os materiais disponiveis, especialmente os mais recentemente desenvolvidos e
disponiveis no mercado, devem ser estudados em fun¢do da sua biocompatibilidade e
biosseguranga, ndo s6 em estudos in vitro e em animais como em ensaios clinicos
randomizados extensos (Siaili et al., 2017). Em especial, os materiais de aplicacdo médica
exigem sempre uma caracterizagdo do seu potencial de toxicidade, uma vez que a
biocompatibilidade ¢ obrigatéria para a sua aprovacdo e comercializagdo (Nordli et al.,

2016).

O mundo das nanoceluloses € vasto e, portanto, existem ja alguns estudos sobre diversos
tipos de materiais em variadas células. No entanto, as nanoceluloses sdo nanomateriais e
sofrem dos mesmos problemas aquando da validacdo e comparagdo dos estudos ja

existentes.

A maior parte dos estudos aponta para a auséncia de citotoxicidade das nanoceluloses
(Pereira et al., 2013, Nordli et al., 2016, Lopes, Martinez, Stromme & Ferraz, 2017,
Rashad, Mustafa, Heggset & Syverud, 2017, Souza et al., 2018 & Ventura et al., 2018).
Virios destes estudos relatam inclusive um aumento na viabilidade celular apos a
exposicao (Nordli et al., 2016, Lopes et al., 2017, Rashad et al., 2017 & Ventura et al.,
2018)

Quanto a genotoxicidade, ndo existem resultados tdo homogéneos. Alguns estudos
relatam efeitos genotoxicos apos exposicao (Lima et al., 2012 & Ventura et al., 2018),
enquanto que o estudo de Catalan et al. (2016) ja ndo observa lesdes na cadeia de ADN

de células tratadas com CNF.

Como o potencial inflamatdrio pode conduzir a efeitos de genotoxicidade, existem na
literatura estudos que analisam o potencial inflamatorio das CNF. A maior parte dos
estudos encontrados referem que existe resposta inflamatdria apds exposicdo a estas
nanofibras (Stefaniak, Seehra, Fix & Leonard, 2014, Catalan et al., 2016 & Lopes et al.,
2017).
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2. OBJETIVOS

Avaliar a seguranga através da andlise da citotoxicidade e da genotoxicidade de duas
nanoceluloses fabricadas a partir de uma pasta industrial branqueada de Eucalyptus
globulus, com dois tratamentos diferentes — oxidacdo mediada por TEMPO e hidrolise

enzimatica- em células osteoblasto-/ike humanas.

Através desta avaliacdo, este trabalho pretende contribuir para uma utilizagdo mais segura

das nanoceluloses no contexto da medicina dentaria.

3. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Hipoétese nula (HO) — As CNF TEMPO/Enzimatica ndo sdo citotoxicas nem genotoxicas
em células MG-63, isto €, ndo existem diferencas significativas entre células expostas e

controlo no que diz respeito a viabilidade celular e indu¢do de micronucleos.

Hipoétese 1 (H1) - As CNF TEMPO/Enzimatica sdo citotoxicas mas nao sdo genotoxicas
em células MG-63, isto €, existem diferencgas significativas entre células expostas e
controlo no que diz respeito a viabilidade celular mas ndo em relagdo a indugdo de

micronucleos.

Hipoétese 2 (H2) - As CNF TEMPO/Enzimatica ndo sdo citotoxicas mas sdo genotoxicas
em células MG-63, isto €, existem diferencgas significativas entre células expostas e

controlo no que diz respeito a indugdo de micronticleos mas ndo na viabilidade celular.
Hipoétese 3 (H3) - As CNF TEMPO/Enzimatica sdo citotdxicas e genotoxicas em células

MG-63, isto ¢, existem diferencas significativas entre células expostas e controlo no que

diz respeito a viabilidade celular e a inducdo de micronucleos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CELULAS E MANUTENCAO

As células utilizadas neste estudo sdo as MG-63 (ATCC® CRL-1427™): osteoblastos
humanos provenientes de um osteosarcoma de um dador masculino caucasiano de 14

anos de idade.

O meio de manutencdo das culturas celulares de MG-63 (ATCC® CRL-1427™) foi
constituido por RPMI 1640 (1X) (Gibco, Scotland, UK) suplementado com 10% de soro
fetal bovino inactivado pelo calor (FBSi) (Gibco, Scotland, UK). Adicionou-se ainda mix
Penicilina/Estreptomicina (Pen/Strep; with 10000 units/mL of penicillin and 10000
pg/mL of streptomycin, Gibco, Scotland, UK) e anfotericina B (Gibco, Scotland, UK).

As culturas foram mantidas numa estufa a 37°C e 5% de CO? até ao atingimento da
subconfluéncia (aproximadamente 80%). As subculturas obtiveram-se pela desagregacao

das células com tripsina-EDTA (0.05%) (Gibco, Scotland, UK) incubada a 37°C durante

4 minutos, seguido de inactivacdo com meio completo e diluicdo apropriada (figura 4).

A cultura de células foi testada para a presenca de micoplasma, sendo o resultado negativo

para a contaminacao.

4.1 NANOCELULOSES

Ambas as nanoceluloses foram produzidas no departamento de Engenharia Quimica da
Universidade de Coimbra, a partir de uma pasta industrial branqueada de Eucalyptus

globulus (gentilmente cedidas pelo Doutor Paulo Ferreira).

Foram recebidos dois lotes: no primeiro lote, ap6és um dos ensaios, houve duvida em
relacdo a possivel contaminagdo bacteriana das CNF e foram pedidas novas amostras. As
amostras produzidas no 2° lote foram autoclavadas antes dos tratamentos quimico e

enzimatico.
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Qs

d 2 A
Figura 4 — Diferentes estadios de crescimento celular. (4) Células M(G-63 algumas horas apos obtengdo
de subculturas. E possivel verificar que a maior parte das células se encontra num formato oval, pouco
alongadas, sem prolongamentos. Nesta fase, as células estdo a aderir ao fundo do frasco. (B) Células
MG-63 48h apos a obtengdo de subculturas. Temos aproximadamente 50% de confluéncia e podemos
ver a morfologia das células aderidas ao fundo do frasco com prolongamentos, a formarem um aspecto
reticulado com “colonias™ de células juntas intercaladas com espagos vazios. (C) Células MG-63 a
aproximadamente 70% de confluéncia. Existem zonas de tapete interrompidas por algumas zonas com
poticas ou nenhumas células. Todas as células se encontram com morfologia alongada. (Microscopio
de inversdo Telaval 31, Zeiss. Ampliagdo 62,5x)

A pasta recém colhida sofreu um primeiro tratamento mecanico para desintegracdo e
refinacdo das fibras. Depois, cada uma das nanoceluloses recebeu um tratamento
diferente:

- A PC TEMPO sofreu uma oxidagdo mediada por 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-
I-oxyl (TEMPO), como descrito no artigo de Saito & Isogai (2007), seguida de um

tratamento mecanico numa homogeneizadora de alta pressio.
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- A PC Enzimitica foi submetida a mais um tratamento mecanico numa
homogeneizadora de alta pressdo e apos este passo foi hidrolisada com endoglucanases

de acordo com o método descrito por Tarrés et al. (2016).

Numa tentativa de controlarmos a contamina¢do bacteriana, foi recomendado que se
realizasse uma autoclavagem antes da utiliza¢do, uma vez que a inoculagdo em meios
apropriados revelou contaminacao bacteriana. No entanto, ndo nos foi possivel em tempo
util a realizacdo deste estudo perceber as eventuais consequéncias que a autoclavagem
poderia ter na estrutura das nanoceluloses. Como ndo obtivemos problema de
contaminag¢do aparente durante os ensaios, optdmos por nao realizar autoclavagem antes

da utilizagao.

Ap6s produgdo e acondicionamento, as amostras foram mantidas no frio para que melhor

preservassem as suas propriedades.

4.2 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios de viabilidade celular vao permitir detectar a ocorréncia de morte celular apds
exposicdo a diversas concentragdes de um composto ou material. Sdo também bastante
uteis pois permitem o apuramento da gama de concentragdes correta a utilizar nos ensaios
de genotoxicidade, uma vez que ndo se pretende que ocorram fendémenos de necrose ou

apoptose.

42.1 MTT

O ensaio do MTT primeiramente descrito por Mosmann (1983) baseia-se na reducao do
tetrazolio MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) pelas
desidrogenases das mitocondrias. Este composto possui um anel que ¢ quebrado nas
mitocOndrias de células vivas, formando-se cristais de formazan (Dias, 2009). Estes
cristais sdo dissolvidos com dimetilsulfoxido (DMSO), formando um composto corado
cuja intensidade ¢ medida espetofotometricamente (absorvancia). Assim, este ensaio ¢

quantitativo e permite medir a viabilidade celular.
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O procedimento estd esquematizado na figura 5. As células MG-63 foram plaqueadas na
concentragdo de 1 x 10° células/mL nas primeiras réplicas e a 2 x 10° céulas/mL nas
restantes, em placas de 96 pogos e incubadas a 37°C e COz a 5%. Apds 24h expds-se as
células a concentragdes de 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25 e 50 ug/cm? de CNF TEMPO e CNF
enzimatica diluidas em meio de cultura completo. As concentragdes foram produzidas a
partir de uma solucao de trabalho constituida por solu¢do aquosa de CNF a 0,83 e 0,77%
diluida em tampao fosfato (PBS - phosphate buffered saline) para uma concentragdo de

830 ug /mL e 770 pg /mL.

E importante mencionar que o gel de CNF, especialmente no caso da CNF TEMPO ¢
dificil de dispersar. Como método de combater os aglomerados, as dilui¢des, tanto no
PBS como no meio de cultura foram sempre feitas com os solventes a temperatura de
37°C, agitados no vortex apds dilui¢do e antes da colocacdo nos pogos e ainda

ressuspendidos com a pipeta.

Utilizou-se como controlo positivo SDS a 0.07% diluido em meio de cultura (Dias, 2017),
produzido a partir de uma solucdo de trabalho de SDS a 10% diluida em PBS. Adicionou-

se as 23h de exposicao e deixou-se atuar 1h.

Apbs 24h de exposicdo e lavagem com PBS, acrescentou-se 100 puL de MTT a uma
concentra¢do de 0,5 mg/mL a cada poco e deixou-se incubar durante 3h. Apds esse tempo,
colocou-se 100 pL. de DMSO em cada pogo para dissolver os cristais de formazan e

deixou-se 30 minutos sob agitacdo constante.

Finalmente, realizou-se a leitura da absorvancia. em espectrofotémetro Multiscan Ascent

(Labsystems, Helsinki, Finland) a 570 nm (filtro de referéncia 690 nm).

Tivemos alguma dificuldade com a adesdo das células no fundo dos pogos, portanto, para
além de aumentarmos o numero de células inicial, efetudAmos um controlo microscéopico

(Telaval 31, Carl Zeiss Microscopy, Alemanha) em cada passo.
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4.2.2 ENSAIO CLONOGENICO

Fez-se uma tentativa de executar o ensaio clonogénico com uma das CNF. Este ensaio
baseia-se na capacidade das células de formar coldnias (pelo menos 50 clones de uma
unica célula), que sdo posteriormente contadas e comparadas a um controlo negativo

(Herzog et al., 2007).

As células foram destacadas da superficie do frasco e a suspensao celular foi centrifugada
a 1000 rpm durante 5 minutos e ressuspendida em 3 mL de meio. Juntou-se 50 pL de
suspensao celular a 50 pL de azul-tripano e contou-se o nimero de células numa camara
de Neubauer. Efetuou-se a dilui¢do das células adicionando a quantidade apropriada de
meio a partir da concentragdo inicial e plaqueou-se 2 mL de cultura celular a 1 x 10°
cé¢lulas/mL em cada pogo de uma placa de 6 pocos. Incubou-se durante 20h numa estufa
a 37°C e COz a 5%, uma vez que ¢ essencial fazer a exposi¢@o antes da primeira divisao
celular para que as células estejam individualizadas e se possa aferir realmente se o
composto adicionado interfere com a sua capacidade de divisdo. As MG-63 tém um

tempo de duplicacdo de aproximadamente 28h.

As 20h expds-se as células a concentragdes de 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25 € 50 pug/cm? de
CNF TEMPO diluidas em meio de cultura. A exposi¢do ocorreu durante 7 dias e
controlou-se a formagdo de coldnias ao microscépio de inversdo (Telaval 31, Carl Zeiss

Microscopy, Alemanha).
No final do ensaio, procedeu-se a fixacao das células seguida de coloragdo com Giemsa
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e observou-se as colonias formadas. No entanto, e dado
que se obteve uma formacao de coldnias inconsistente, ndo foi possivel analisar.

4.3 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE

4.3.1 Ensaio de Micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN)

O ensaio foi realizado seguindo as indicagdes escritas nas linhas de orientacdo da OCDE

(OECD 487, 2014) e o esquema do procedimento encontra-se na figura 6. As células
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foram destacadas da superficie do frasco e a suspensdo celular foi centrifugada a 1000
rpm durante 5 minutos e ressuspendida em 3 mL de meio. Juntou-se 50 puL. de suspensdo
celular a 50 pL de azul-tripano e contou-se o numero de células numa camara de
Neubauer. As células foram plaqueadas na concentra¢do de 1 x 10° células/mL em placas
de 6 pogos e deixadas a incubar durante a 37°C e 5% de COs. 24h depois realizou-se a
exposigdo as CNF com concentragdes de 1.5, 3.125, 6.25 e 12.5 pg/cm? de CNF TEMPO
e CNF enzimatica diluidas em meio de cultura completo. As concentragdes foram
produzidas a partir de uma solu¢do de trabalho constituida por solugdo aquosa de CNF a

0,83 e 0,77% diluida em PBS para uma concentracio de 830 ug /mL e 770 ug /mL.

As 21h de exposi¢do, adicionou-se o controlo positivo consistindo em mitomicina C

(MMC) na concentracao de 0,1 pg/mL.

As 22h horas de exposicdo, retirou-se a MMC, lavou-se os respectivos pogos duas vezes
com PBS e adicionou-se meio fresco. Introduziu-se a citocalasina B em todos os pogos a

uma concentragdo de 4 pg/mL e deixou-se atuar mais 42h.

Ao fim desse tempo, todos os pogos foram lavados duas vezes com PBS, as células foram
desagregadas por tripsinizagdo e o conteudo de cada réplica (2 pogos) foi passado para
um tubo de 15 mL e centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos. Decantou-se o
sobrenadante e adicionou-se as células cloreto de potéssio (0.1 M) a 37°C, gota a gota e
sob agitagdo constante no vortex, com a finalidade de causar um choque hipotonico nas
células. Voltou-se a centrifugar sob as mesmos condigdes e tempos utilizados
anteriormente ¢ decantou-se o sobrenadante. Apos ressuspensio das células, colocou-se
1 mL de metanol:4cido acético (3:1), previamente arrefecido, gota a gota e sob agitacao
constante no vortex. Colocou-se o contetido de cada tubo num funil montado com lamina
e colocou-se na citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon) a 1000 rpm durante 5 minutos.
Ajustou-se a densidade celular conforme necessario e efetuaram-se duas laminas para

cada réplica.
As laminas foram secadas ao ar, coradas com uma solucao de giemsa (Merck, Darmstadt,

Alemanha) diluida em tampao gurr (Gibco, Scotland, UK) durante 15 minutos e foram

colocadas lamelas com 2 a 3 gotas de entelan (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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A andlise foi feita num microscopio optico (Axiscop 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy,
Alemanha) com ampliagdo de 400x para analise da distribui¢cdo de nucleos e ampliagdo
de 1000x para analise de micronucleos, PNP e buds, utilizando 1aminas previamente

codificadas.

O indice de proliferacao (Cytokinesis-Block Proliferation Index — CBPI) foi avaliado pela

formula:

CBPI

_ ((n®decéls mononucleadas) + (2 X n? de céls binucleadas) + (3 X n2 de céls multinucleadas))

n? total de céls

2 mL suspensdo celular
s 2 3

LN Y

NI AN AN Incubar 24h 2

N N\ N 37°C ¢ 5% CO:
o ) | ;

\_/\_/ K_,/

1 g gel CNF

10 ml PBS m CENLIONZTNTN 2N

FETTEY

3 mL de cada
concentragio no
LESPECLiVO pogo
N
6 uL de
Incubar 42h a 37°C H Incubar 22h a 37°C
: citocalasina B o
e 5% CO; <:' oy ¢ 5% CO;
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Figura 6 - Protocolo de realizagdo do ensaio do microniicleo (CBMN), de acordo com Fenech (2007)

O indice replicativo (Replicative Index — RI) por esta férmula:

RI

((n9 de céls binucleadas) + (2 X n? de céls multinucleadas)) -+ n? total de céls tratadas

B ((n9 de céls binucleadas) + (2 X n? de céls multinucleadas)) -+ n? total de céls nao tratadas

X 100

4.4 ANALISE ESTATISTICA

O programa utilizado na analise estatistica foi o SPSS (IBM SPSS statistics v.22,
Chicago, IL). O teste 2-tailed Fisher’s exact test serviu para analisar os resultados no
numero de células binucleadas com micronucleos, pontes nucleoplasméaticas e buds.

Todos os valores de p (p-value) abaixo de 0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 PRODUCAO DAS NANOCELULOSES

Como descrito nos materiais ¢ métodos, ambas as CNF sofreram um pré-tratamento de
filtracdo seguido de oxidagdo mediada por TEMPO (CNF TEMPO) e hidrdlise

enzimatica (CNF enzimatica).

Foram utilizados dois lotes de cada CNF, produzidas em tempos diferentes. Os teores de

secura das amostras sdo apresentados na tabela 2.

Na mesma tabela apresentam-se o rendimento da produ¢do e o grau de polimeriza¢ao
(DP) das CNF analisadas. O rendimento diz respeito a percentagem de material que ficou
no formato nano e ¢ determinado pela centrifugacdo a 9000 rpm durante 30 minutos de
uma suspensao aquosa a 0.2%. O DP quantifica o nimero de grupos funcionais (COOH)

ligados a molécula da celulose.

O rendimento obtido para a CNF enzimatica ¢ baixo relativamente ao da CNF TEMPO.
Sendo que apenas 8.2% da amostra se encontra em formato nanométrico, encontramo-

nos perante uma celulose com uma estrutura maioritariamente micrométrica.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas das CNF

Amostra Lote Teor de secura (%) Rendimento (%) DP
TEMPO 1 0.83 82.4 1177
Enzimatica 1 0.83 8.2 185
TEMPO 2 0.77 100.0 364.5
Enzimatica 2 0.85 * 1472.3

*yalor ndo calculado
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5.2 CITOTOXICIDADE

Os resultados dos ensaios de MTT estdo graficamente representados nas figuras 7 a 10.
Os resultados estdo expressos como percentagem (Média + EP) de células viaveis

relativamente ao controlo negativo.

Para a CNF TEMPO foram considerados os dados de cinco experiéncias independentes

apods 24 horas de exposicdo e de duas experiéncias para uma exposi¢ao de 48 horas.

As 24 horas de exposicdo a CNF TEMPO nio se notou nenhuma descida significativa da
viabilidade celular, sendo que os valores mais baixos foram de 94% na concentracdo mais
alta (50 pg/cm?) e de 94.6% na concentragdo intermédia de 6.25 pg/cm?. Nio se observou,

pois, qualquer relacdo dose-resposta.

140.00
120.00
100.00 o*i s § { {
80.00
60.00

40.00

Viabilidade celular (%)

20.00

0.00
0 10 20 30 40 50 60

Concentragdo CNF TEMPO (pg/cm2)

Figura 7- Resultados dos ensaios de viabilidade (MTT) em células MG-63 para uma exposi¢do de 24h a
CNF TEMPO

As 48 horas, também nio se observou nenhuma descida significativa nas percentagens de
células viaveis, existindo, pelo contrario, um aumento nas concentragdes de 6.25 pg/cm?
e de 25 pg/cm?. O valor mais baixo foi registado na concentragdo mais alta (50 pg/cm?)

e foi de 90.2%.
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Figura 8 - Resultados dos ensaios de viabilidade (MTT) em células MG-63 para uma exposi¢do de 48h a
CNF TEMPO

Para a CNF enzimadtica consideraram-se cinco experiéncias com incubacdo a 24 horas e

trés experiéncias com incubacao de 48 horas (figuras 9 e 10).

As 24 horas, ocorreu uma ligeira diminuicio da viabilidade celular, dependente da dose
até a concentragdo de 25 pg/cm?. Nio obstante, este decréscimo ndo atingiu o limite dos
70% de perda de viabilidade, definido pela ISO como o limite para um nanomaterial ser
considerado citotoxico (ISO, 2009). Apesar disso, tentou ajustar-se os dados a uma

fun¢do polinomial com um R? de 0.6676, cuja equagdo se apresenta na figura 9.

140.00

120.00

100.00 .*

- *% .......... fro. SO T A +
60.00

40.00

Viabilidade celular (%)

y=0.0131x2 - 0.8242x + 94.36
20.00 R2=0.6676

0.00
0 10 20 30 40 50 60

Concentracdo CNF Enzimatica (ug/cm2)

Figura 9 - Resultados dos ensaios de viabilidade (MTT) para uma exposi¢do de 24h a CNF Enzimatica em
células MG-63
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As 48 horas, notou-se apenas uma ligeira diminui¢io da viabilidade celular nas

concentragdes mais baixas, também longe do limite de 70% (figura 10).
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Figura 10 - Resultados dos ensaios de viabilidade (MTT) para uma exposicdo de 48h a CNF Enzimdtica
em células MG-63
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Figura 11- MTT 48h. No lado esquerdo, células MG-63 logo apds exposi¢ido a CNF TEMPO. Do lado
direito, células MG-63 apés 48h de exposicdo a CNF TEMPO. (4) corresponde ao controlo negativo (B)

corresponde ¢ concentracdo de 12.5 ug/cm? e (C) corresponde a concentracdo de 50 ug/cm? (Microscopio
de inversdo Telaval 31, Zeiss. Ampliagdo 62,5x)

Verificaram-se algumas limitacdes de natureza técnica no ensaio do MTT que
inviabilizaram os resultados de algumas experiéncias por ndo terem sido reprodutiveis.
Explorou-se alguns fatores que poderiam interferir com os resultados e notou-se que as
células MG-63 aderiam deficientemente a superficie de determinado tipo de placas de 96
pocos (marca Nunc). Apds efetuar um ensaio usando duas placas de marcas diferentes em
que se distribuiu a mesma concentragio celular exatamente a0 mesmo tempo, observamos
uma adesdo e morfologia completamente dispares, tal como se pode observar na figura
12. Assim, concluiu-se que € importante controlar todos os materiais e todas as fases de

um ensaio para minimizar este tipo de variagdes.
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Figura 12 — Diferenca na adesdo de células MG-63 em placas de 96 pogos de ThermoFischer Scientific (4) e Nunc
(B). Incubagéo durante 24h a 37°C e 5% CO: de uma suspensdo celular de 2x10° células/mL. (A) E possivel
distinguir a morfologia normal das células, com uma forma alongada e a crescerem em monocamada, por
oposicdo a (B) em que as células tém formato esférico e estdo aglomeradas e ndo aderentes. (Microscopio de
inversdo Telaval 31, Carl Zeiss Microscopy, Alemanha. Ampliagdo 62,5x)

5.3 GENOTOXICIDADE

O ensaio utilizado para avaliar a genotoxicidade foi o ensaio do micronucleo in vitro.
Foram avaliadas as concentra¢des de ambas as nanoceluloses entre 1,5 e 12,5 pug/cm? e
adicionados também controlos positivo e negativo. Avaliou-se a propor¢do de células
mono-, bi- e multinucleadas para determinagdo do CBPI (figura 13). Contabilizou-se o
numero de células binucleadas com presenca de micronucleos (figura 16), buds (figura

18) e/ou pontes nucleoplasmaticas (figura 20).

N

Figura 13 - Fotografias do CBMN: célula MG-63 mononucleada, binucleada e multinucleada.
(Microscépio otico Axioscop 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy, Alemanha. Ampliagdo 1000x)
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Em relagdo a CNF TEMPO, observou-se um aumento estatisticamente significativo da
frequéncia de células binucleadas com presenca de micronucleos (células
micronucleadas) nas concentra¢des mais baixas (1,5 e 3,125 pg/cm?), assim como no

controlo positivo com MMC. Os resultados estdo apresentados na figura 14.
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Figura 14 — Frequéncia de células micronucleadas (CBMN) por 1000 células binucleadas (CBN)
e valores de CBPI em células expostas a CNF TEMPO. MMC representa o controlo positivo. *
indica aumento estatisticamente significativo em relagdo ao controlo.

Relativamente a CNF Enzimatica, verificou-se também um aumento da frequéncia de
células micronucleadas apds exposi¢do as concentragdes de 1,5 e 3,125 pg/cm?, a

semelhanga do observado para a CNF TEMPO (figura 15).
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Figura 15 Frequéncia de células micronucleadas (CBMN) por 1000 células binucleadas (CBN)
e valores de CBPI em células expostas a CNF Enzimdtica. MMC representa o controlo positivo.
* indica aumento estatisticamente significativo em relagdo ao controlo.

Figura 16- Fotografias do CBMN: células MG-63 binucleadas e com presenga de microniicleos (setas brancas).
(Microscépio otico Axioscop 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy, Alemanha. Ampliacdo 400x e 1000x)

Em termos da frequéncia de buds, ndo se verificaram aumentos significativos da sua
frequéncia nas células tratadas com as CNF, excetuando para a concentracdo de 12,5
ng/cm? da CNF Enzimatica. As concentragdes em que o numero de buds ¢ nulo
correspondem a concentra¢des em que nio foi avaliado este parametro por dificuldade na

aplicacdo dos critérios (figuras 17 a 19).
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Figura 17 - Frequéncia de células binucledas com buds (n° de buds) por 1000 células binucleadas (CBN),
expostas a CNF TEMPO. MMC representa o controlo positivo. * indica aumento estatisticamente
significativo em relagdo ao controlo.

Figura 18- Fotografias do CBMN: células M(G-63 binucleadas e com presenga de buds.
De notar a semelhanga aos micronticleos mas a existéncia de uma ponte de ligagdo ao
nticleo principal. (Microscopio otico Axioscop 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy,
Alemanha. Ampliagdo 1000x)

55



CONTRIBUICAO PARA A AVALIACAO DA SEGURANGA DE NANOFIBRAS DE CELULOSE COM APLICAGAO
EM MEDICINA DENTARIA

10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

Ne de buds/1000 CBN

2.00
1.00

0.00
0 15 3,125 6,25 12,5 MMC

Concentracdo CNF Enzimética (ug/cm?)

Figura 19 - Frequéncia de células binucledas com buds (n°de buds) por 1000 células binucleadas
(CBN), expostas a CNF Enzimdtica. MMC representa o controlo positivo. * indica aumento
estatisticamente significativo em relagdo ao controlo.

Em relacdo as pontes (figura 20), temos um padrdo semelhante aos microntucleos em

ambas as CNF, como € possivel verificar nos graficos apresentados nas figuras 21 e 22.

Figura 20 - Fotografias do CBMN: células MG-63 binucleadas e com presenga de pontes nucleoplasmdticas.
As células das imagens das extremidades apresentam igualmente micronicleos. (Microscopio otico
Axioscop 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy, Alemanha. Ampliagdo 400x e 1000x)
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Figura 21 - Frequéncia de células binucledas com pontes nucleoplasmdticas (n° de pontes
nucleoplasmdticas) por 1000 células binucleadas (CBN), expostas a CNF TEMPO. MMC
representa o controlo positivo. * indica aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo.
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Figura 22 — Frequéncia de células binucledas com pontes nucleoplasmdticas (n° de pontes
nucleoplasmadticas) por 1000 células binucleadas (CBN), expostas a CNF Enzimdtica. MMC
representa o controlo positivo. * indica aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
controlo.
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Os valores de RI sdo apresentados nas figuras 23 e 24 e dizem respeito a capacidade
replicativa das células por comparagdo com o controlo negativo. Como se pode observar,
a exposi¢do das células MG-63 ndo causou diminui¢do significativa do RI e, pelo

contrario, na concentragdo de 6,25 ug/cm? induziu um ligeiro aumento do RI.
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Figura 23 — Indice replicativo (RI) de células MG-63 apés exposicio a CNF TEMPO. MMC mostra o
controlo positivo.
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Figura 24 — Indice replicativo (RI) das células MG-63 apés exposicdo a CNF Enzimdtica. MMC mostra o
controlo positivo
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6. DISCUSSAO

Pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e as aplicacdes que j& tem na area médica, ¢ de
esperar que seja cada vez mais frequente a presenca dos materiais de e com nanocelulose
no consultério médico-dentario. Desde cimentos de iondémero de vidro refor¢ados por
nanocelulose assumirem um papel preponderante nas restauracdes diretas, a utilizagdo de
membranas com alto contetido de nanocelulose em regeneragdo 6ssea, periodontal e até
ao possivel fabrico de proteses de substituicao das estruturas cartilagineas da ATM, existe

definitivamente lugar para este nanomaterial no futuro dos materiais dentarios.

A sua inevitdvel presenga em ambiente clinico pressupde a necessidade da sua
caracterizagdo e do correto entendimento das suas acdes no nosso organismo. No caso
das nanofibras de celulose, as vantagens que a sua aplicacdo traz, principalmente
relacionadas com as suas propriedades fisico-quimicas, podem também estar na origem
de efeitos nocivos para a saide humana e ambiente que ndo haviam sido demonstrados
nos materiais em formato ndo-nanométrico. Assim, terd de se assegurar o
desenvolvimento e aplicagdo de um material seguro para a salide humana e para o
ambiente, de modo a que possam ser reduzidas as hipoteses de efeitos imprevisiveis
tardios, ap6s a sua introdugao no mercado. Ainda um outro aspeto importante, diz respeito
a exposicao a nanofibras em ambiente ocupacional e, em particular, do pessoal médico e
biomédico, durante a aplica¢do clinica de materiais a base de nanofibras e os seus
potenciais riscos, uma vez que as CNF apresentam semelhangas estruturais com os
nanotubos de carbono e os asbestos, principalmente pela sua razao de aspeto aumentada,

cuja toxicidade foi demonstrada num estudo realizado por Ilves et al. em 2018.

Com este estudo pretende-se contribuir para a avaliacdo da seguranga de nanofibras de
celulose com potencial para aplicagdes biomédicas, através da caracterizagdo da sua

toxicidade em células humanas.

Utilizou-se uma linha celular de osteoblastos, uma vez que, pelo seu potencial de
aplicacdo na regeneracdo dssea, a nanocelulose se encontrara em contato proximo com
este tipo de células no organismo humano. Um estudo in vifro numa linha celular permite-

nos eliminar problemas éticos e variaveis que podem alterar os resultados finais.
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6.1 NANOCELULOSES

A producdo da CNF enzimatica apresenta, como representado na tabela 2, um rendimento
extremamente baixo, isto significa que a maior parte da amostra se encontra numa escala
micrométrica. Como ja foi referido, as caracteristicas fisico-quimicas das nanofibras,
incluindo o seu tamanho, influenciam o seu comportamento em sistemas organicos.
Assim, os resultados obtidos para a CNF enzimatica podem refletir a interacdo de
particulas de maiores dimensdes, possivelmente incapazes de atravessar a membrana
celular e/ou nuclear das células. Esta limitagdo na produgdo de CNF enzimética em

formato nanométrico pode ser um dos motivos para a auséncia de estudos que a utilizem.

6.2 CITOTOXICIDADE

Os resultados obtidos pelo ensaio do MTT ap6s exposicdo das células durante 24h e 48h
a diversas concentragdes da CNF TEMPO ou da CNF enzimatica indicaram que ndo
houve um decréscimo acentuado da viabilidade celular. Como podemos observar pelas
figuras 7 a 10, nenhuma das CNF aqui estudadas apresentou resultados que nos indiquem
toxicidade para com as células estudadas. O valor de referéncia para a demonstracdo de
toxicidade encontra-se nos 70% de viabilidade (ISO, 2009), ou seja, uma perda de 30%
de viabilidade em relagdo ao controlo negativo. No nosso estudo, ndo se detetou uma

relagdo dose-resposta em nenhuma das CNF em estudo.

Para a CNF TEMPO, ndo sao encontrados valores inferiores a 90%, o que nos indica que,
sob as condi¢des exploradas, podemos considera-la segura em termos de citotoxicidade.
Estes resultados sao consistentes com a maior parte dos resultados encontrados por outros
autores nos seus respetivos estudos: Ventura ef al. (2018), ndo detetaram citotoxicidade
numa co-cultura de células epiteliais e macr6fagos, com uma exposi¢ao de 24h; Nordli et
al. (2016) ndo observaram igualmente citotoxicidade em fibroblastos e queratindcitos
humanos; Rashad et al. (2017) obtiveram os mesmos resultados com fibroblastos de rato.
Todos estes estudos utilizaram CNF TEMPO, mas apenas o de Ventura et al. (2018) era
proveniente de Eucaliptus globulus. Nordli et al. (2016) utilizaram CNF proveniente de
Pinus radiata e no estudo de Rashad ef al. (2017) ndo se especifica a origem da CNF

TEMPO utilizada.
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No estudo de Souza et al. (2018) também nao se verificou nenhum decréscimo na
viabilidade em fibroblastos nas concentragdes estudadas durante as 24h de exposi¢do num
ensaio de MTT, utilizando uma CNF produzida a partir de curaud (Ananas erectifolius L.
B. Smith) com tratamento mecanico precedido de tratamento quimico. No entanto, Lima
et al. (2012) utilizaram uma CNF semelhante e obtiveram resultados que apontaram para
a existéncia de citotoxicidade em fibroblastos de rato (3T3). Nao existiu diminui¢do da
viabilidade celular no estudo de Pereira et al. (2013) com CNF provenientes de fibras de
algodao comercial com um tratamento mecéanico e quimico. S6 a partir dos 200 pg/mL ¢
que os autores notaram um decréscimo. A concentracao mais alta estudada pelo presente
trabalho foi de 50 pg/cm?, corresponde a 160,3 pg/mL. O estudo de Lopes et al. (2017)
analisou trés tipos de CNF provenientes de polpa comercial branqueada de uma planta
com celulose de cadeia curta (sofiwood pulp) num estado ndo modificado, com tratamento
de carboximetilagdo e com tratamento com hidroxipropiltrimetilaménio e ndo detetou
diminui¢ao da viabilidade (estudo Alamar Blue e desidrogenase do lactato (LDH)) numa
exposicdo de 24h em fibroblastos dérmicos humanos (HDF) nem numa linha celular de

fibroblastos humanos do pulmao (MRC-5).

Por outro lado, ndo observamos no nosso estudo, um aumento na viabilidade ou atividade
metabolica celular, independentemente do tempo de exposi¢do, tal como relatado por
Ventura et al. (2018), Rashad et al. (2017), Lopes et al., 2017 e Nordli et al. (2016). Este
resultado poderd estar relacionado com o tipo celular utilizado - fibroblastos, na maior
parte dos estudos — e com os seus mecanismos de adesdo e proliferacdo. Pode também
dever-se a diferencas na composi¢ao ou estrutura das CNF utilizadas ou nas condic¢des de

realizacdo dos ensaios.

No caso da CNF Enzimatica, apesar de se ter notado (figuras 9 e 10) uma descida mais
acentuada da viabilidade celular do que a observada para a CNF TEMPO, nado se
encontraram, ainda assim, valores de viabilidade inferiores a 80%, independentemente da
duragdo da exposi¢do. As 48h, foi possivel demonstrar uma redugio da viabilidade nas
concentragdes mais baixas. Este resultado pode ser devido, como descrito por Lima et al.
(2012), ao facto dos nanomateriais terem tendéncia a aglomerarem-se em concentragdes
mais elevadas, o que pode alterar a sua interagdo com a célula. Isto significa que quando

temos os materiais mais diluidos, encontramos mais particulas nanométricas livres, sendo
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essas capazes de ser internalizadas e, possivelmente, interagir com os componentes da

célula.

Estes resultados ndo estdo de acordo com o Unico estudo encontrado que avalia a
citotoxicidade de uma CNF com tratamento enzimatico, realizado por Ilves et al. (2018).
Através do ensaio LDH, os autores notaram um decréscimo significativo na viabilidade
celular de macrofagos THP-1. A diferenca entre os nossos resultados e o de estes autores
pode dever-se ndo s6 a proveniéncia da CNF e ao tratamento enzimatico (dados nao
especificados pelos autores), mas também ao facto da CNF enzimatica utilizada no nosso
trabalho estar maioritariamente no formato microfibrilhado e ndo nanofibrilhado, o que

pode, como referido em cima, alterar a interacdo do nanomaterial com as células.

6.3 GENOTOXICIDADE

A carcinogénese em animais ¢ dificil de avaliar de forma direta, uma vez que os ensaios
que a avaliam sdo dispendiosos em termos de tempo e de recursos. A avaliacdo da
genotoxicidade, in vivo e in vitro, ¢ uma abordagem indireta para avaliar o potencial
carcinogénico, uma vez que a inducdo de alteracdes genéticas estd intimamente
relacionada com a iniciacdo e progressao do processo neoplasico. A utilizagdo de ensaios
in vitro permitem obter resultados por um método mais simples, rapido e barato (Collins

etal.,2017).

Para avaliar a genotoxicidade das CNF sobre os osteoblastos utilizou-se o teste do
microntcleo com bloqueio da citocinese. Como ja foi descrito, este ensaio permite-nos
quantificar as alteracdes cromossomicas induzidas pelas nanofibras em estudo (Fenech,

2007).

Para a CNF TEMPO, foi possivel detetar um aumento de células binucleadas com
micronucleos (células micronucleadas) nas concentracdes mais baixas, 1,5 ¢ 3,125
pg/cm?. O aumento da frequéncia de células micronucleadas indica-nos que existiram
alteracdes na molécula de ADN que ndo foram reparadas, mantendo-se apos a divisdo

celular e manifestando-se sob a forma de quebras cromossomicas. Assim, as
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concentragdes mais baixas da CNF TEMPO sdo genotdxicas para as células MG-63,

dentro das condig¢des utilizadas neste estudo.

Estes resultados sdo consistentes com as descobertas efetuadas por Ventura et al. (2018),
que também notaram um aumento na frequéncia de células micronucleadas nas
concentragdes mais baixas do seu estudo (1,5 € 3 pg/cm?). No entanto, é divergente dos
resultados encontrados por Catalan et al. (2016), que ndo apresentam um aumento na
frequéncia de células micronucleadas, utilizando uma CNF TEMPO proveniente de
abeto. Os autores explicam que estes resultados podem dever-se a realizagao do estudo
em modelos vivos através da exposi¢ao inalatoria durante 24h, o que pode nao ser tempo
suficiente para a nanocelulose ser transportada até a medula 6ssea (local de estudo da
frequéncia de microntcleos), ser incorporada pelas células e para que se desencadeiem
os mecanismos de genotoxicidade que produzem as variaveis em estudo. Lima et al.
(2012), observaram quebras na cadeia de ADN em células 3T3 e linfocitos humanos, apds
exposicdo a CNF de cuarard, e quebras em 3T3 apos exposicdo a CNF proveniente de

algodao (apesar de nesta CNF nao se ter observado citotoxicidade).

Quanto as pontes nucleoplasmaticas, observou-se um aumento na sua frequéncia nas duas
concentragdes mais baixas. Notou-se, igualmente, um aumento estatisticamente
significativo no controlo positivo. Este resultado nao foi relatado em nenhum dos estudos
encontrados. No entanto, pelo seu mecanismo de acdo clastogénico, ¢ possivel que a
mitomicina C induza este tipo de lesdes. Apesar deste facto, ndo podemos excluir a
hipdtese de, ao longo do seu ciclo de vida, as células terem adquirido algum tipo de

instabilidade genética que as tornou mais predispostas a sofrer mutagdes.

Os resultados para a CNF Enzimatica foram muito semelhantes. Ocorreu um aumento
estatisticamente significativo do numero de células micronucleadas nas duas
concentragdes mais baixas, apesar de ndo apresentarem valores tdo elevados como se
verificou na CNF TEMPO. O mesmo ¢ verdade para a presenca de pontes
nucleoplasmaticas. Existiu um aumento estatisticamente significativo, no entanto com
nimeros mais baixos que a outra CNF em estudo. Mais uma vez, isto pode ser resultado

da dimensdo média das CNF enzimatica ser superior a das CNF TEMPO.
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No caso dos buds, detetou-se um aumento significativo na concentragdo mais alta em

estudo (12,5 pg/cm?).

Resumindo, ambas as CNF revelaram capacidade para inducdo de instabilidade
cromossOmica na gama de concentracdes mais baixa, ou seja, revelaram efeitos

genotoxicos.

Apesar de ndo ser uma variavel estudada nesta investigagdo, ¢ importante mencionar os
resultados de imunotoxicidade obtidos por outros autores. No estudo de Lopes et al.,
2017, nao foram observados aumentos na produg¢do de ROS intracelular. Uma das vias
de indugdo de danos no ADN ¢ através do aumento de ROS e, consequentemente, do
stress oxidativo (Carriere et al., 2016). O que estes resultados sugerem € que o mecanismo
de formacao de lesdes no ADN por parte das CNF podera ser por outra via, que nio o
aumento de ROS intracelular. No entanto, o estudo de Stefaniak ez al. (2014), demonstrou
elevada formacdo de ROS apos exposicdo a CNF TEMPO. Estas diferengas podem ser
elucidativas das diferencas ao nivel da toxicidade que se verificam entre diferentes CNF,
de acordo com a proveniéncia e tratamento quimico, mecanico ou enzimatico que sofrem

para a funcionalizagdo.

Outro parametro de analise do potencial imunotdxico ¢ a analise do recrutamento de
células inflamatorias e da presenga de citoquinas inflamatdrias. Lopes et al. (2017),
relatam um aumento na secrec¢do de citoquinas inflamatoérias de uma das CNF em estudo
em células onde ndo tinha existido citotoxicidade. Isto ¢ um indicador de que a
citotoxicidade e a atividade inflamatoria ndo estdo necessariamente correlacionadas. No
estudo de Catalan et al. (2016), os autores observaram um recrutamento aumentado de
células inflamatdrias ao local de exposi¢do, assim como um aumento na concentracio de
citoquinas inflamatérias num estudo in vivo. Nem Colic, Mihajlovic, Mathew, Naseri &
Kokol (2015) nem Ventura et al. (2018), detetaram aumento de citoquinas inflamatorias
em modelo in vitro. Isto pode dever-se aos diferentes mecanismos que ocorrem num
organismo vivo com todos os sistemas a funcionar em simultdneo por oposi¢do a uma
cultura celular que exclui diversas variaveis. E necessario assim, aprofundar o
conhecimento em relacdo ao verdadeiro potencial inflamatorio das CNF, uma vez que ¢

um potencial caminho na inducdo de genotoxicidade (Carriere ef al., 2016).
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Estes dados indicam-nos que as CNF podem ser genotdxicas através de diversos

mecanismos.

Ambas as nanofibras de celulose sdo, por este estudo, consideradas seguras em termos de
citotoxicidade mas ndo de genotoxocidade, exigindo assim que sofram altera¢des na sua

producdo para que ndo se obtenham estes resultados no futuro.

As CNF apresentam numerosas vantagens para a sua utilizagdo ser considerada em
procedimentos de regeneracdo Ossea e periodontal. S3o geralmente biocompativeis,
formam estruturas semelhantes a matriz extracelular, o que permite uma 6tima difusdo de
nutrientes e capacidade de concentrar o calcio nas zonas em que se pretende. Como ja foi
referido, o proprio material apresentou excelentes resultados na adesdo e proliferagao
celulares na sua superficie, condi¢cdes ideais para permitir a ocupagdo com células
produtoras de osso e favorecer o processo regenerativo. Por todos estes motivos, os
resultados obtidos neste estudo ndo devem excluir a possibilidade de se utilizar este tipo
de material em medicina dentdria, pelo contrario, devem contribuir para o seu
aperfeicoamento. Isto €, para a producdo de um material que consiga conjugar as suas

enormes vantagens com a seguranga para o paciente e o médico dentista.
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Como tem sido referido ao longo deste trabalho, a presenca da nanotecnologia na area da
medicina e, em especial, da medicina dentaria encontra-se em forte expansdao. O seu
desenvolvimento trard ndo s6 enormes vantagens para a melhor compreensao dos tecidos
orais como também avancos no campo dos biomateriais. A incorporacdo de
nanomateriais na manufatura de materiais e dispositivos médicos poderéd garantir ndo so6
um aperfeicoamento dos materiais ja existentes, como a produ¢do de materiais totalmente
novos, com propriedades vantajosas. E, portanto, esperado que nos proximos anos ocorra
um aumento exponencial da exposicdo a estes materiais, com consequéncias ainda
desconhecidas, tanto para os trabalhadores, expostos de forma ocupacional (médicos

dentistas, assistentes, técnicos de protese dentdria) como para os pacientes.

Um dos nanomateriais que tem ganho relevancia no meio cientifico ¢ a nanocelulose,
nomeadamente as nanofibras de celulose, que se apresentam como uma op¢ao econdémica
e sustentdvel a uma série de aplicagdes. Dentro da nanomedicina, as nanofibras de
celulose tém mostrado elevado potencial para serem utilizadas na regeneragao de tecidos.
Na medicina dentaria, o aumento da idade média dos pacientes vem acompanhado do
aumento da prevaléncia de doenca periodontal, com todos os prejuizos para a saude e a

estética. Assim, a regeneragao periodontal ¢ um campo em enorme expansao nesta area.

O objetivo deste trabalho foi precisamente ajudar a contribuir para a caracterizacio das
possiveis consequéncias que a exposi¢cdo ubiquitdria as nanofibras de celulose podera
trazer. Mais especificamente, avaliar a seguranca destas fibras para a sua utilizagdo em

procedimentos de regeneragdo dssea e periodontal.

Os dados disponiveis hoje em dia acerca das reagdes adversas provocadas pelas CNF sao
ainda escassos € ¢ necessario continuar a avaliar as suas acdes no organismo humano,

utilizando protocolos de modo a uniformizar e reforgar os resultados obtidos.
Os resultados obtidos indicam-nos que tanto a CNF TEMPO como a CNF Enzimatica,

produzidas a partir de Eucalyptus globulus, ndo causam diminui¢do na viabilidade de

osteoblastos expostos a gama de concentragdes estudadas, no entanto sdo capazes de lhes
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induzir muta¢des cromossdmicas. Estes resultados sdo correspondentes com a nossa
hipdtese 2 (H2), descrita no inicio da tese, o que implica que na sua estrutura fisico-
quimica atual, ndo podem ser considerados seguros para serem utilizados em contacto
direto com osteoblastos humanos. Serd necessario realizar modificagdes aos
nanomateriais € analisar o seu potencial téxico para que se possa fazer uso das suas

vantagens, sem prejuizo a saide humana.
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8. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPETIVAS FUTURAS

Durante este estudo, notdmos algumas limitagdes de carater técnico que serd importante
contornar em estudos futuros. Devido a sua predisposi¢ao para se aglomerar, € necessario
controlar e encontrar métodos para uma mais eficaz dispersao do gel de CNF, sob pena
de o estudo estar a ser realizado com estruturas micrométricas e ndo nanométricas. Outro
ponto a ter em conta ¢ que esta dispersdo das CNF também depende do meio em que é
realizada (Lima et al., 2012), assim ¢ imperativo que em fases mais avancadas da sua
producdo, se utilizem meios apropriados ao fim a que se destinam. Para este fim, cabe-
nos reforcar aos produtores a importancia de serem exigentes com a caracterizagao fisico

quimica do material que produzem.

Por se estar a estudar a aplicagdo deste material no contexto biomédico, ¢ essencial que a
concentragdo de endotoxinas seja aferida. Lopes et al. (2017) utilizaram o teste LAL para
esta analise. SO ao estudarmos um material livre de contaminagdes microbianas,

poderemos eliminar essa variavel como possivel causa das alteragdes relatadas.

O potencial inflamatdrio das nanofibras de celulose ¢ extremamente relevante e deve
continuar a ser objeto de estudos que averiguem a sua capacidade de induzir alteragdes
inflamatorias locais e sistémicas. A inflamagdo ¢ uma das vias de criacdo de stress
oxidativo, stress esse que se encontra associado a lesdes na cadeia de ADN. Assim, sera
igualmente importante estudar a produgdo intracelular de ROS e outras vias alternativas

a formagdo de mutacdes.

O estudo da genotoxicidade realizado nesta dissertagdo ajuda a contribuir para a
caracterizacdo de genotoxicidade da CNF. No entanto, a International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) indica na sua guideline de 2011, uma série de outros ensaios que
devem ser realizados para completar a caracterizagdo. Apesar de esta guideline ser
especifica para medicamentos, os materiais e dispositivos em que as CNF poderdo ser
aplicadas acabam por se comportar e serem tratados como outras substancias dentro do

organismo. Neste contexto, sdo sugeridos ensaios para detetar mutagdes génicas in vitro
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e a avaliagdo de genotoxicidade in vivo, através do ensaio do micronticleo em células da

medula 6ssea de ratinhos expostos a CNF.

O estudo completo da toxicidade das CNF deve, obviamente, incluir outros tipos de linhas

celulares, uma vez que estas reagem de formas diferentes a0 mesmo material.

Finalmente, ¢ importante mencionar que ndo nos encontramos a trabalhar em contexto
regulatorio. Um trabalho nesse contexto, pressupde a necessidade de alargar o raio da
acdo a todo o tipo de ensaios quantos forem necessarios para a correta defini¢do da

seguranga ou perigo deste nanomaterial.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: RESULTADOS DOS ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Tabela: Ensaios de MTT para células expostas a nanofibras de celulose com oxidagao

mediada por TEMPO (CNF TEMPO)

CNF TEMPO - Viabilidade celular (%) |

24h de incubagao
Réplica 1 | Réplica2 | Réplica3 | Réplica4 | Réplica 5 Média + EP
Concentragoes
(ng/em?’)
0 100 100 100 100 100 100+ 0
1.5 95.6 113.8 78.6 108.1 97.5 08.7+6
3.125 102 117.3 80.4 86.1 97.6 96.7 £ 6.5
6.25 97.5 108.5 89.4 85.6 92.3 947+ 4
12.5 96.8 116.5 83.8 102.6 96.5 993+53
25 100.9 117.3 80.9 101.6 77.8 957+7.3
50 116.3 101.9 70 101.8 80 94 + 8.35
SDS 0.07 % 3.2 6 34 4.8 3.8 42+0.5
48h de incubagao
Réplica 1 | Réplica 2 Meédia
0 100 100 100+ 1.4
1.5 96.9 99.8 98.3+14
3.125 99.1 86.2 92.7+6.4
6.25 131.3 104 117.7+13.7
12.5 109.1 87.3 98.2+10.9
25 124.8 99.8 112.3+12.5
50 101.2 79.2 90.2 +11
SDS 0.07 % 18.4 3.1 122+7.7




Tabela: Ensaios de MTT para células expostas a nanofibras de celulose hidrolisadas por

endoglucanases (CNF Enzimatica)

CNF Enzimatica - Viabilidade celular (%)

24h de incubagao
Réplica 1 | Réplica2 | Réplica3 | Réplica4 | Réplica 5 Média + EP
Concentragoes
(ng/em’)
0 100 100 100 100 100 100+ 0
1.5 119.2 76.6 86.9 68.7 107.1 98.7+9.4
3.125 116.9 76.5 74.2 69.4 111.9 96.7£10.2
6.25 105.6 66.3 79.5 75.5 108 94.7+8.4
12.5 86.8 65 68.6 95.7 104.6 99.3+£7.6
25 96.8 73.1 66.8 924 97.2 95.7+6.4
50 94.9 71.9 69 90.2 99.7 94+£6.2
SDS 0.07 % 3.2 6 2.8 23 4.8 42+0.7
48h de incubagao
Réplica 1 | Réplica2 | Réplica 3 Meédia
0 100 100 100 100+ 0
1.5 88 75.4 108 90.5+9.5
3.125 85.9 107.9 88.4 94.1+6.9
6.25 104 103.3 82.2 96.5+7.2
12.5 101.9 109.8 97.5 103.1+3.6
25 101 106.2 97.8 101.7+2.5
50 98.7 103.7 104.2 1022+ 1.8
SDS 0.07 % 18.4 3.1 5.7 9.1+4.7

ANEXO 2: RESULTADOS DOS ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Tabela: Contagem de células micronucleadas por 1000 células binucleadas (CBN) apds
exposicdo a nanofibras de celulose com oxida¢ao mediada por TEMPO (CNF TEMPO)

CNF TEMPO — Células micronuclez

Réplica 1 Réplica 2 Média + DP
Concentragdes
(ng/cm®)

0 20 29 245+ 6.4

1.5 63 55 59+5.7
3.125 46 37 41.5+64
6.25 16 22 19+42

12.5 28 26 27+14
MMC 53 27 40+ 18.4




Tabela: Contagem de células micronucleadas por 1000 células binucleadas (CBN) apds
exposicdo a nanofibras de celulose hidrolisadas por endoglucanases (CNF Enzimatica)

CNF Enzimatica — Células micronucleadas/1000 CBN
Réplica 1 | Réplica 2 | Média+ DP
Concentragoes
(ug/cm’)
0 20 29 245+6.4
1.5 28 38 33+7.1
3.125 24 51 37.5+19.1
6.25 26 30 28+£2.8
12.5 18 31 245+9.2
MMC 53 27 40+ 184

Tabela: Contagem de células binucleadas com buds por 1000 células binucleadas (CBN)
apds exposi¢do a nanofibras de celulose com oxidagdo mediada por TEMPO (CNF

TEMPO)
CNF TEMPO - Células binucleadas com buds/1000 CBN
Réplica 1 Réplica 2 Média = DP
Concentragoes
(ug/cm’)

0 2 12 7+7.1

3.125 < i
6.25 4 6 5+£14
12.5 1 8 45+5
MMC 7 9 8+14

* valor ndo determinado

Tabela: Contagem de células binucleadas com buds por 1000 células binucleadas (CBN)
apds exposicdo a nanofibras de celulose hidrolisadas por endoglucanases (CNF

Enzimatica)
CNF Enzimatica — Células binucleadas com buds/1000 CBN
Réplica 1 | Réplica 2 Média + DP
Concentragoes
(ug/em’)
0 2 12 7+7.1
1.5 4 0 2+28
3.125 < < i
6.25 3 6 45+21
12.5 8 10 9+14
MMC 7 9 8+1.4

* valor ndo determinado



Tabela: Contagem de células binucleadas com pontes nucleoplasmaticas (PNP) por 1000
células binucleadas (CBN) apo6s exposicdo a nanofibras de celulose com oxidacdo
mediada por TEMPO (CNF TEMPO)

CNF TEMPO — Células binucleadas com PNP/1000 CBN

Réplica 1 Réplica 2 Média + DP
Concentragdes
(ug/cm®)

0 4 6 5+£14

1.5 29 26 275+2.1
3.125 15 27 21+8.5
6.25 7 3 5+2.38

12.5 4 5 45+0.7
MMC 32 20 26+8.5

Tabela: Contagem de células binucleadas com pontes nucleoplasméticas (PNP) por 1000
células binucleadas (CBN) apds exposicdo a nanofibras de celulose hidrolisadas por
endoglucanases (CNF Enzimatica)

CNF Enzimatica — Células binucleadas com PNP/1000 CBN
Réplica 1 | Réplica 2 |  Média+ DP
Concentragoes
(ug/cm’)
0 4 6 5+14
1.5 9 28 18.5+13.4
3.125 14 12 13+£14
6.25 2 13 7.5+7.8
12.5 5 7 6+1.4
MMC 32 20 26+ 8.5

Tabela: CBPI para células expostas a nanofibras de celulose com oxida¢do mediada por

TEMPO (CNF TEMPO)
CNF TEMPO - CBPI
Réplica 1 Réplica 2 Média = DP
Concentragoes
(ug/cm’)
0 1.64 1.69 1.67 = 0.03
1.5 1.70 1.59 1.65 £ 0.08
3.125 1.73 1.61 1.67 £0.09
6.25 1.76 1.76 1.76 = 0.00
12.5 1.53 1.74 1.64 +0.15
MMC 1.45 1.53 1.49 £+ 0.06




Tabela: CBPI para células expostas a nanofibras de celulose hidrolisadas por
endoglucanases (CNF Enzimatica)

CNF Enzimatica — CBPI
Réplica 1 | Réplica 2 |  Média+ DP
Concentragoes
(ug/cm’)
0 1.64 1.69 1.67 +0.03
1.5 1.75 1.71 1.73 £ 0.03
3.125 1.69 1.65 1.67 £0.02
6.25 1.73 1.79 1.76 + 0.04
12.5 1.79 1.83 1.81 £0.02
MMC 1.45 1.53 1.49 £ 0.06

Tabela: Indice replicativo (RI) para células expostas a nanofibras de celulose com
oxidacdo mediada por TEMPO (CNF TEMPO)

Réplica 1 Réplica 2 Média = DP
Concentragdes
(ug/cm’)
0 100 100 100 + 0
1.5 105.71 85.18 9545+ 14.5
3.125 113.36 91.40 102.38 £ 15.5
6.25 112.69 111.24 111.96 £ 1
12.5 70.37 115.30 92.83 +31.8
MMC 55.40 82.60 69 +19.24

Tabela: Indice replicativo (RI) para células expostas a nanofibras de celulose hidrolisadas
por endoglucanases (CNF Enzimatica)

CNF Enzimatica — RI
Réplica 1 | Réplica 2 |  Média + DP
Concentragdes
(ng/cm’)
0 100 100 100+ 0

1.5 118.64 95.08 106.86 = 16.7

3.125 94.38 93.5 93.94 £ 0.6
6.25 108.86 114.08 111.47+3.7

12.5 104.4 104.42 10441+ 0

MMC 55.40 82.60 69 +19.24




