
protrusões superficiais, são compatíveis com a internaliza-
ção por endocitose. Os resultados dos estudos toxicoló-
gicos encontram-se resumidos na tabela 1. Estes indica-
ram que nenhuma nanocelulose causou citotoxicidade nas 
células A549, MG-63 e V79 em exposições até 24h e con-
centrações até 50 µg /cm2. Contudo, a exposição mais pro-
longada de células pulmonares a CNC, bem como a eleva-
das concentrações CNF e CMF, produziram morte celular. 

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronúcleo suge-
riram que as nanoceluloses f ibrilares têm algum potencial 
genotóxico, pois induziram a formação de micronúcleos e 
de pontes nucleoplásmicas nas células expostas, particu-
larmente a concentrações mais baixas (1.5–3 µg /cm2 ). A 
figura 2 apresenta os resultados do ensaio do micronúcleo 
em dois dos modelos celulares util izados.

_Resumo

As nanoceluloses são nanomater ia is inovadores com potencial para uma 
vasta gama de apl icações industr ia is e biomédicas. No entanto, a expan-
são da sua produção tem vindo a suscitar preocupações quanto aos pos-
síve is efe i tos, a longo prazo, na saúde humana. Este estudo teve como 
objetivo aval iar a segurança de algumas nanoceluloses produzidas a par-
t i r de matér ia-pr ima nacional, através da caracter ização da sua potencial 
toxic idade em células de mamífero. Para ta l, testaram-se duas celuloses 
nano /microf ibr i lares (CNF e CMF ) e uma celulose nanocr ista l ina (CNC). 
Anal isou-se a ci totoxic idade usando ensaios color imétr icos e o ensaio 
clonogénico, e a genotoxicidade pelo ensaio do micronúcleo in vi tro em 
células pulmonares de mamífero ( A549 e V79 ) e em osteoblastos huma-
nos ( MG-63 ). A indução de espécies reativas de oxigénio ( ROS ) e a inter-
nal ização celular foram também estudadas nas células A549. Observou-
-se ci totoxic idade no ensaio clonogénico, pr incipalmente no caso da 
CNC, mas não nos restantes ensaios, não havendo também indução de 
ROS. Todas as nanoceluloses revelaram efe i tos genotóxicos nalgumas 
concentrações, uma vez que induziram micronúcleos e /ou pontes nucle-
oplásmicas num dos modelos celulares. Para além disso, v isual izou-se 
a internal ização da CNF e CMF, mas não da CNC, em células A549. Esta 
pr imeira aval iação toxicológica veio contr ibuir para prevenir a exposição 
a mater ia is celulósicos potencia lmente per igosos, procurando impuls io-
nar o desenvolv imento de mater ia is inovadores e mais seguros. 

_Abstract

Nanocel lu loses are innovat ive nanomater ia ls with potent ia l  for a wide 
range of industr ia l  and biomedical appl icat ions. However, the expansion 
of i ts product ion has ra ised concerns about the i r possible long-term ef-
fects on human heal th. This study a imed to evaluate the safety of var ious 
nanocel lu loses through the character izat ion of the i r potent ia l  tox ic i ty 
in mammal ian ce l ls. Two samples of nano/microf ibr i l lar ce l lu loses with 
d i f ferent pre-treatments (CNF and CMF) and a nanocrysta l l ine ce l lu lose 
(CNC) were tested. The cy totox ic i ty of the nanocel lu loses was analyzed 
using color imetr ic assays and the c lonogenic assay, and genotox ic i ty by 

the in vi tro micronucleus assay in human alveolar epi the l ia l  ce l ls (A549), 
human osteoblasts (MG-63) and Chinese hamster f ibroblasts (V79). 
Induct ion of react ive oxygen species (ROS) and ce l lu lar internal izat ion 
were a lso studied in A549 ce l ls. Cy totox ic i ty was observed through the 
c lonogenic assay, mainly in the case of CNC, but not in the remaining 
assays, with no induct ion of ROS. Al l  nanocel lu loses, at some of the 
concentrat ions tested, induced micronucle i and/or nucleoplasmic br idg-
es in one of the ce l lu lar models. Fur thermore, the internal izat ion of CNF 
and CMF, but not of CNC was visual ized in A549 ce l ls. These resul ts a im 
to contr ibute to prevent ing exposure to potent ia l ly hazardous ce l lu losic 
mater ia ls, seek ing to boost the deve lopment of innovat ive and safer 
mater ia ls.

_Introdução

Nos últimos anos, tem-se assistido a um enorme desenvol-
vimento de nanomateriais inovadores, particularmente, no 
que diz respeito a materiais renováveis, biodegradáveis e 
sustentáveis. A celulose, sendo o biopolímero mais abun-
dante na natureza, apresenta todas as qualidades reque-
ridas e tem um enorme potencial para ser uti l izada numa 
vasta gama de aplicações industriais. É encontrada princi-
palmente na madeira, f ibras de sementes, gramíneas, ani-
mais marinhos e algas, mas também pode ser produzida 
por fungos e bactérias (1). A partir da desconstrução das 
f ibras celulósicas podem ser obtidas diferentes subestru-
turas, sendo duas delas as nanofibras de celulose (ou celu-
loses nanofibriladas ; CNF ) e os nanocristais de celulose 
(ou celulose nanocristalina ; CNC ) (2). As CNF são geral-
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mente obtidas pela f ibri lação das f ibras celulósicas através 
de um tratamento mecânico intensivo, normalmente pre-
cedido por um tratamento químico ou enzimático. A oxida-
ção mediada pelo radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil 
( TEMPO) resulta em CNF com um diâmetro entre 3-100 nm 
e um comprimento da ordem dos µm ( ISO/ TS 20477:2017 
− Nanotechnologies — Standard terms and their def ini-
t ion for ce l lu lose nanomater ia l ). Por sua vez, a aplicação 
de um pré-tratamento enzimático origina principalmente 
microfibras de celulose (CMF ). A CNC deriva das regiões 
cristalinas da celulose, isoladas dos domínios amorfos por 
hidrólise ácida, e assume diâmetros entre 3-50 nm e com-
primentos da ordem das várias centenas de nanómetros 
( ISO/ TS 20477:2017 ). 

Apresentando propriedades f ísico-químicas muito interes-
santes, tais como, uma elevada área específ ica, alta resis-
tência à tração e r igidez, biodegradabil idade e biocompa-
tibi l idade, os nanomateriais celulósicos têm encontrado 
diversas aplicações industr iais, por exemplo, para aumen-
tar a resistência mecânica de materiais compósitos. Para 
além disso, as CNF têm sido estudadas com vista ao seu 
uso aplicações biomédicas inovadoras, em áreas como a 
medicina regenerativa, cicatr ização de feridas ou sistemas 
de veiculação de fármacos (3). No entanto, apesar da celu-
lose ser considerada biocompatível, ela pode não o ser 
à escala nanométrica pela diferente capacidade de atra-
vessar membranas celulares, interagir com biomoléculas 
e desencadear respostas celulares. Por outro lado, a bio-
persistência das CMF/CNF nos pulmões após inalação (4) 
causa preocupação, dado ser uma característica comum a 
outros materiais f ibrosos, como os nanotubos de carbono 
e o amianto, que são genotóxicos e causam doença pul-
monar (5). Os estudos existentes têm revelado resultados 
contraditórios que poderão estar relacionados com dife-
rentes propriedades f ísico-químicas das nanoceluloses, 
tais como a sua mor fologia, grau de cristal inidade, hidro-
fobicidade, carga super f icial e química de super f ície, que 
podem modif icar os seus efeitos toxicológicos. 

O projeto ToxApp4nanoCELFI visa investigar os potenciais 
efeitos adversos na saúde humana de nanoceluloses com 
diferentes propriedades f ísico-químicas. Especif icamente, 

pretende-se caracterizar os seus potenciais efeitos citotó-
xicos, imunotóxicos, genotóxicos, e epigenómicos in v i t ro 
e a possível relação com o desenvolvimento de doenças 
crónico-degenerativas, com especial enfoque no desen-
volvimento de cancro.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a segurança de três
nanoceluloses com características físico-químicas diferen-
tes, produzidas a partir de matéria-prima nacional. Para tal, 
foi caracterizada a sua potencial toxicidade (citotoxicidade 
e genotoxicidade ) em células de mamífero, a sua internali-
zação celular e também a indução de espécies reativas de 
oxigénio ( ROS ).

_Material e métodos

As CMF, CNF e CNC foram obtidas a par tir de polpa kraf t 
industr ial branqueada de Eucalyptus g lobulus, de acordo 
com metodologia previamente descrita (6,7). A caracte-
r ização f ís ico-química abrangeu, entre outras proprieda-
des, a determinação das suas dimensões por vár ias téc-
nicas microscópicas, incluindo a microscopia eletrónica 
de transmissão ( TEM ). Esta mesma técnica foi apl icada 
aos estudos de internal ização celular. Estes mater iais 
foram preparados a vár ias concentrações, sendo testados 
em células epitel ia is alveolares humanas A549 ( ATCC ® 
CCL-185™), células osteoblásticas humanas MG-63 ( ATCC® 
( ATCC ® CRL-1427™) e f ibroblastos pulmonares de hams-
ter chinês V79 ( ATCC ® CCL-93™ ). Anal isaram-se os efei-
tos citotóxicos (ensaio do MTT, clonogénico e com iodeto 
de propídeo), a indução de espécies reativas de oxigénio 
( sonda H2DCF-DA ) e os efeitos genotóxicos ( ensaio do 
micronúcleo em células com bloqueio da citocinese ). 

_Resultados

A figura 1 mostra a morfologia e dimensão das nanocelu-
loses em estudo. A análise de células A549 após exposi-
ção demonstrou a internalização da CMF e CNF, mas não 
da CNC que permaneceu à superfície celular. As altera-
ções morfológicas observadas, tais como um aumento dos 
vacúolos citoplasmáticos ou endocíticos, binucleação e 
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protrusões superficiais, são compatíveis com a internaliza-
ção por endocitose. Os resultados dos estudos toxicoló-
gicos encontram-se resumidos na tabela 1. Estes indica-
ram que nenhuma nanocelulose causou citotoxicidade nas 
células A549, MG-63 e V79 em exposições até 24h e con-
centrações até 50 µg /cm2. Contudo, a exposição mais pro-
longada de células pulmonares a CNC, bem como a eleva-
das concentrações CNF e CMF, produziram morte celular. 

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronúcleo suge-
riram que as nanoceluloses f ibrilares têm algum potencial 
genotóxico, pois induziram a formação de micronúcleos e 
de pontes nucleoplásmicas nas células expostas, particu-
larmente a concentrações mais baixas (1.5–3 µg /cm2 ). A 
figura 2 apresenta os resultados do ensaio do micronúcleo 
em dois dos modelos celulares util izados.

_Resumo

As nanoceluloses são nanomater ia is inovadores com potencial para uma 
vasta gama de apl icações industr ia is e biomédicas. No entanto, a expan-
são da sua produção tem vindo a suscitar preocupações quanto aos pos-
síve is efe i tos, a longo prazo, na saúde humana. Este estudo teve como 
objetivo aval iar a segurança de algumas nanoceluloses produzidas a par-
t i r de matér ia-pr ima nacional, através da caracter ização da sua potencial 
toxic idade em células de mamífero. Para ta l, testaram-se duas celuloses 
nano /microf ibr i lares (CNF e CMF ) e uma celulose nanocr ista l ina (CNC). 
Anal isou-se a ci totoxic idade usando ensaios color imétr icos e o ensaio 
clonogénico, e a genotoxicidade pelo ensaio do micronúcleo in vi tro em 
células pulmonares de mamífero ( A549 e V79 ) e em osteoblastos huma-
nos ( MG-63 ). A indução de espécies reativas de oxigénio ( ROS ) e a inter-
nal ização celular foram também estudadas nas células A549. Observou-
-se ci totoxic idade no ensaio clonogénico, pr incipalmente no caso da 
CNC, mas não nos restantes ensaios, não havendo também indução de 
ROS. Todas as nanoceluloses revelaram efe i tos genotóxicos nalgumas 
concentrações, uma vez que induziram micronúcleos e /ou pontes nucle-
oplásmicas num dos modelos celulares. Para além disso, v isual izou-se 
a internal ização da CNF e CMF, mas não da CNC, em células A549. Esta 
pr imeira aval iação toxicológica veio contr ibuir para prevenir a exposição 
a mater ia is celulósicos potencia lmente per igosos, procurando impuls io-
nar o desenvolv imento de mater ia is inovadores e mais seguros. 

_Abstract

Nanocel lu loses are innovat ive nanomater ia ls with potent ia l  for a wide 
range of industr ia l  and biomedical appl icat ions. However, the expansion 
of i ts product ion has ra ised concerns about the i r possible long-term ef-
fects on human heal th. This study a imed to evaluate the safety of var ious 
nanocel lu loses through the character izat ion of the i r potent ia l  tox ic i ty 
in mammal ian ce l ls. Two samples of nano/microf ibr i l lar ce l lu loses with 
d i f ferent pre-treatments (CNF and CMF) and a nanocrysta l l ine ce l lu lose 
(CNC) were tested. The cy totox ic i ty of the nanocel lu loses was analyzed 
using color imetr ic assays and the c lonogenic assay, and genotox ic i ty by 

the in vi tro micronucleus assay in human alveolar epi the l ia l  ce l ls (A549), 
human osteoblasts (MG-63) and Chinese hamster f ibroblasts (V79). 
Induct ion of react ive oxygen species (ROS) and ce l lu lar internal izat ion 
were a lso studied in A549 ce l ls. Cy totox ic i ty was observed through the 
c lonogenic assay, mainly in the case of CNC, but not in the remaining 
assays, with no induct ion of ROS. Al l  nanocel lu loses, at some of the 
concentrat ions tested, induced micronucle i and/or nucleoplasmic br idg-
es in one of the ce l lu lar models. Fur thermore, the internal izat ion of CNF 
and CMF, but not of CNC was visual ized in A549 ce l ls. These resul ts a im 
to contr ibute to prevent ing exposure to potent ia l ly hazardous ce l lu losic 
mater ia ls, seek ing to boost the deve lopment of innovat ive and safer 
mater ia ls.

_Introdução

Nos últimos anos, tem-se assistido a um enorme desenvol-
vimento de nanomateriais inovadores, particularmente, no 
que diz respeito a materiais renováveis, biodegradáveis e 
sustentáveis. A celulose, sendo o biopolímero mais abun-
dante na natureza, apresenta todas as qualidades reque-
ridas e tem um enorme potencial para ser uti l izada numa 
vasta gama de aplicações industriais. É encontrada princi-
palmente na madeira, f ibras de sementes, gramíneas, ani-
mais marinhos e algas, mas também pode ser produzida 
por fungos e bactérias (1). A partir da desconstrução das 
f ibras celulósicas podem ser obtidas diferentes subestru-
turas, sendo duas delas as nanofibras de celulose (ou celu-
loses nanofibriladas ; CNF ) e os nanocristais de celulose 
(ou celulose nanocristalina ; CNC ) (2). As CNF são geral-
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mente obtidas pela f ibri lação das f ibras celulósicas através 
de um tratamento mecânico intensivo, normalmente pre-
cedido por um tratamento químico ou enzimático. A oxida-
ção mediada pelo radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil 
( TEMPO) resulta em CNF com um diâmetro entre 3-100 nm 
e um comprimento da ordem dos µm ( ISO/ TS 20477:2017 
− Nanotechnologies — Standard terms and their def ini-
t ion for ce l lu lose nanomater ia l ). Por sua vez, a aplicação 
de um pré-tratamento enzimático origina principalmente 
microfibras de celulose (CMF ). A CNC deriva das regiões 
cristalinas da celulose, isoladas dos domínios amorfos por 
hidrólise ácida, e assume diâmetros entre 3-50 nm e com-
primentos da ordem das várias centenas de nanómetros 
( ISO/ TS 20477:2017 ). 

Apresentando propriedades f ísico-químicas muito interes-
santes, tais como, uma elevada área específ ica, alta resis-
tência à tração e r igidez, biodegradabil idade e biocompa-
tibi l idade, os nanomateriais celulósicos têm encontrado 
diversas aplicações industr iais, por exemplo, para aumen-
tar a resistência mecânica de materiais compósitos. Para 
além disso, as CNF têm sido estudadas com vista ao seu 
uso aplicações biomédicas inovadoras, em áreas como a 
medicina regenerativa, cicatr ização de feridas ou sistemas 
de veiculação de fármacos (3). No entanto, apesar da celu-
lose ser considerada biocompatível, ela pode não o ser 
à escala nanométrica pela diferente capacidade de atra-
vessar membranas celulares, interagir com biomoléculas 
e desencadear respostas celulares. Por outro lado, a bio-
persistência das CMF/CNF nos pulmões após inalação (4) 
causa preocupação, dado ser uma característica comum a 
outros materiais f ibrosos, como os nanotubos de carbono 
e o amianto, que são genotóxicos e causam doença pul-
monar (5). Os estudos existentes têm revelado resultados 
contraditórios que poderão estar relacionados com dife-
rentes propriedades f ísico-químicas das nanoceluloses, 
tais como a sua mor fologia, grau de cristal inidade, hidro-
fobicidade, carga super f icial e química de super f ície, que 
podem modif icar os seus efeitos toxicológicos. 

O projeto ToxApp4nanoCELFI visa investigar os potenciais 
efeitos adversos na saúde humana de nanoceluloses com 
diferentes propriedades f ísico-químicas. Especif icamente, 

pretende-se caracterizar os seus potenciais efeitos citotó-
xicos, imunotóxicos, genotóxicos, e epigenómicos in v i t ro 
e a possível relação com o desenvolvimento de doenças 
crónico-degenerativas, com especial enfoque no desen-
volvimento de cancro.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a segurança de três
nanoceluloses com características físico-químicas diferen-
tes, produzidas a partir de matéria-prima nacional. Para tal, 
foi caracterizada a sua potencial toxicidade (citotoxicidade 
e genotoxicidade ) em células de mamífero, a sua internali-
zação celular e também a indução de espécies reativas de 
oxigénio ( ROS ).

_Material e métodos

As CMF, CNF e CNC foram obtidas a par tir de polpa kraf t 
industr ial branqueada de Eucalyptus g lobulus, de acordo 
com metodologia previamente descrita (6,7). A caracte-
r ização f ís ico-química abrangeu, entre outras proprieda-
des, a determinação das suas dimensões por vár ias téc-
nicas microscópicas, incluindo a microscopia eletrónica 
de transmissão ( TEM ). Esta mesma técnica foi apl icada 
aos estudos de internal ização celular. Estes mater iais 
foram preparados a vár ias concentrações, sendo testados 
em células epitel ia is alveolares humanas A549 ( ATCC ® 
CCL-185™), células osteoblásticas humanas MG-63 ( ATCC® 
( ATCC ® CRL-1427™) e f ibroblastos pulmonares de hams-
ter chinês V79 ( ATCC ® CCL-93™ ). Anal isaram-se os efei-
tos citotóxicos (ensaio do MTT, clonogénico e com iodeto 
de propídeo), a indução de espécies reativas de oxigénio 
( sonda H2DCF-DA ) e os efeitos genotóxicos ( ensaio do 
micronúcleo em células com bloqueio da citocinese ). 

_Resultados

A figura 1 mostra a morfologia e dimensão das nanocelu-
loses em estudo. A análise de células A549 após exposi-
ção demonstrou a internalização da CMF e CNF, mas não 
da CNC que permaneceu à superfície celular. As altera-
ções morfológicas observadas, tais como um aumento dos 
vacúolos citoplasmáticos ou endocíticos, binucleação e 
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protrusões superficiais, são compatíveis com a internaliza-
ção por endocitose. Os resultados dos estudos toxicoló-
gicos encontram-se resumidos na tabela 1. Estes indica-
ram que nenhuma nanocelulose causou citotoxicidade nas 
células A549, MG-63 e V79 em exposições até 24h e con-
centrações até 50 µg /cm2. Contudo, a exposição mais pro-
longada de células pulmonares a CNC, bem como a eleva-
das concentrações CNF e CMF, produziram morte celular. 

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronúcleo suge-
riram que as nanoceluloses f ibrilares têm algum potencial 
genotóxico, pois induziram a formação de micronúcleos e 
de pontes nucleoplásmicas nas células expostas, particu-
larmente a concentrações mais baixas (1.5–3 µg /cm2 ). A 
figura 2 apresenta os resultados do ensaio do micronúcleo 
em dois dos modelos celulares util izados.

_Resumo

As nanoceluloses são nanomater ia is inovadores com potencial para uma 
vasta gama de apl icações industr ia is e biomédicas. No entanto, a expan-
são da sua produção tem vindo a suscitar preocupações quanto aos pos-
síve is efe i tos, a longo prazo, na saúde humana. Este estudo teve como 
objetivo aval iar a segurança de algumas nanoceluloses produzidas a par-
t i r de matér ia-pr ima nacional, através da caracter ização da sua potencial 
toxic idade em células de mamífero. Para ta l, testaram-se duas celuloses 
nano /microf ibr i lares (CNF e CMF ) e uma celulose nanocr ista l ina (CNC). 
Anal isou-se a ci totoxic idade usando ensaios color imétr icos e o ensaio 
clonogénico, e a genotoxicidade pelo ensaio do micronúcleo in vi tro em 
células pulmonares de mamífero ( A549 e V79 ) e em osteoblastos huma-
nos ( MG-63 ). A indução de espécies reativas de oxigénio ( ROS ) e a inter-
nal ização celular foram também estudadas nas células A549. Observou-
-se ci totoxic idade no ensaio clonogénico, pr incipalmente no caso da 
CNC, mas não nos restantes ensaios, não havendo também indução de 
ROS. Todas as nanoceluloses revelaram efe i tos genotóxicos nalgumas 
concentrações, uma vez que induziram micronúcleos e /ou pontes nucle-
oplásmicas num dos modelos celulares. Para além disso, v isual izou-se 
a internal ização da CNF e CMF, mas não da CNC, em células A549. Esta 
pr imeira aval iação toxicológica veio contr ibuir para prevenir a exposição 
a mater ia is celulósicos potencia lmente per igosos, procurando impuls io-
nar o desenvolv imento de mater ia is inovadores e mais seguros. 

_Abstract

Nanocel lu loses are innovat ive nanomater ia ls with potent ia l  for a wide 
range of industr ia l  and biomedical appl icat ions. However, the expansion 
of i ts product ion has ra ised concerns about the i r possible long-term ef-
fects on human heal th. This study a imed to evaluate the safety of var ious 
nanocel lu loses through the character izat ion of the i r potent ia l  tox ic i ty 
in mammal ian ce l ls. Two samples of nano/microf ibr i l lar ce l lu loses with 
d i f ferent pre-treatments (CNF and CMF) and a nanocrysta l l ine ce l lu lose 
(CNC) were tested. The cy totox ic i ty of the nanocel lu loses was analyzed 
using color imetr ic assays and the c lonogenic assay, and genotox ic i ty by 

the in vi tro micronucleus assay in human alveolar epi the l ia l  ce l ls (A549), 
human osteoblasts (MG-63) and Chinese hamster f ibroblasts (V79). 
Induct ion of react ive oxygen species (ROS) and ce l lu lar internal izat ion 
were a lso studied in A549 ce l ls. Cy totox ic i ty was observed through the 
c lonogenic assay, mainly in the case of CNC, but not in the remaining 
assays, with no induct ion of ROS. Al l  nanocel lu loses, at some of the 
concentrat ions tested, induced micronucle i and/or nucleoplasmic br idg-
es in one of the ce l lu lar models. Fur thermore, the internal izat ion of CNF 
and CMF, but not of CNC was visual ized in A549 ce l ls. These resul ts a im 
to contr ibute to prevent ing exposure to potent ia l ly hazardous ce l lu losic 
mater ia ls, seek ing to boost the deve lopment of innovat ive and safer 
mater ia ls.

_Introdução

Nos últimos anos, tem-se assistido a um enorme desenvol-
vimento de nanomateriais inovadores, particularmente, no 
que diz respeito a materiais renováveis, biodegradáveis e 
sustentáveis. A celulose, sendo o biopolímero mais abun-
dante na natureza, apresenta todas as qualidades reque-
ridas e tem um enorme potencial para ser uti l izada numa 
vasta gama de aplicações industriais. É encontrada princi-
palmente na madeira, f ibras de sementes, gramíneas, ani-
mais marinhos e algas, mas também pode ser produzida 
por fungos e bactérias (1). A partir da desconstrução das 
f ibras celulósicas podem ser obtidas diferentes subestru-
turas, sendo duas delas as nanofibras de celulose (ou celu-
loses nanofibriladas ; CNF ) e os nanocristais de celulose 
(ou celulose nanocristalina ; CNC ) (2). As CNF são geral-

mente obtidas pela f ibri lação das f ibras celulósicas através 
de um tratamento mecânico intensivo, normalmente pre-
cedido por um tratamento químico ou enzimático. A oxida-
ção mediada pelo radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil 
( TEMPO) resulta em CNF com um diâmetro entre 3-100 nm 
e um comprimento da ordem dos µm ( ISO/ TS 20477:2017 
− Nanotechnologies — Standard terms and their def ini-
t ion for ce l lu lose nanomater ia l ). Por sua vez, a aplicação 
de um pré-tratamento enzimático origina principalmente 
microfibras de celulose (CMF ). A CNC deriva das regiões 
cristalinas da celulose, isoladas dos domínios amorfos por 
hidrólise ácida, e assume diâmetros entre 3-50 nm e com-
primentos da ordem das várias centenas de nanómetros 
( ISO/ TS 20477:2017 ). 

Apresentando propriedades f ísico-químicas muito interes-
santes, tais como, uma elevada área específ ica, alta resis-
tência à tração e r igidez, biodegradabil idade e biocompa-
tibi l idade, os nanomateriais celulósicos têm encontrado 
diversas aplicações industr iais, por exemplo, para aumen-
tar a resistência mecânica de materiais compósitos. Para 
além disso, as CNF têm sido estudadas com vista ao seu 
uso aplicações biomédicas inovadoras, em áreas como a 
medicina regenerativa, cicatr ização de feridas ou sistemas 
de veiculação de fármacos (3). No entanto, apesar da celu-
lose ser considerada biocompatível, ela pode não o ser 
à escala nanométrica pela diferente capacidade de atra-
vessar membranas celulares, interagir com biomoléculas 
e desencadear respostas celulares. Por outro lado, a bio-
persistência das CMF/CNF nos pulmões após inalação (4) 
causa preocupação, dado ser uma característica comum a 
outros materiais f ibrosos, como os nanotubos de carbono 
e o amianto, que são genotóxicos e causam doença pul-
monar (5). Os estudos existentes têm revelado resultados 
contraditórios que poderão estar relacionados com dife-
rentes propriedades f ísico-químicas das nanoceluloses, 
tais como a sua mor fologia, grau de cristal inidade, hidro-
fobicidade, carga super f icial e química de super f ície, que 
podem modif icar os seus efeitos toxicológicos. 

O projeto ToxApp4nanoCELFI visa investigar os potenciais 
efeitos adversos na saúde humana de nanoceluloses com 
diferentes propriedades f ísico-químicas. Especif icamente, 

pretende-se caracterizar os seus potenciais efeitos citotó-
xicos, imunotóxicos, genotóxicos, e epigenómicos in v i t ro 
e a possível relação com o desenvolvimento de doenças 
crónico-degenerativas, com especial enfoque no desen-
volvimento de cancro.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a segurança de três
nanoceluloses com características físico-químicas diferen-
tes, produzidas a partir de matéria-prima nacional. Para tal, 
foi caracterizada a sua potencial toxicidade (citotoxicidade 
e genotoxicidade ) em células de mamífero, a sua internali-
zação celular e também a indução de espécies reativas de 
oxigénio ( ROS ).

_Material e métodos

As CMF, CNF e CNC foram obtidas a par tir de polpa kraf t 
industr ial branqueada de Eucalyptus g lobulus, de acordo 
com metodologia previamente descrita (6,7). A caracte-
r ização f ís ico-química abrangeu, entre outras proprieda-
des, a determinação das suas dimensões por vár ias téc-
nicas microscópicas, incluindo a microscopia eletrónica 
de transmissão ( TEM ). Esta mesma técnica foi apl icada 
aos estudos de internal ização celular. Estes mater iais 
foram preparados a vár ias concentrações, sendo testados 
em células epitel ia is alveolares humanas A549 ( ATCC ® 
CCL-185™), células osteoblásticas humanas MG-63 ( ATCC® 
( ATCC ® CRL-1427™) e f ibroblastos pulmonares de hams-
ter chinês V79 ( ATCC ® CCL-93™ ). Anal isaram-se os efei-
tos citotóxicos (ensaio do MTT, clonogénico e com iodeto 
de propídeo), a indução de espécies reativas de oxigénio 
( sonda H2DCF-DA ) e os efeitos genotóxicos ( ensaio do 
micronúcleo em células com bloqueio da citocinese ). 

_Resultados

A figura 1 mostra a morfologia e dimensão das nanocelu-
loses em estudo. A análise de células A549 após exposi-
ção demonstrou a internalização da CMF e CNF, mas não 
da CNC que permaneceu à superfície celular. As altera-
ções morfológicas observadas, tais como um aumento dos 
vacúolos citoplasmáticos ou endocíticos, binucleação e 
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Figura 1: Imagens de TEM das micro/nanofibras de celulose obtidas após pré-
-tratamento enzimático (CMF), oxidação mediada por TEMPO (CNF) 
e dos nanocristais de celulose (CNC), em diferentes ampliações (4).

200 nm—| | 200 nm—| | 200 nm—| |

500 nm—| | 500 nm—| | 500 nm—| |

1 µm—| | —| | 1 µm—| |1 µm

Celulose microfibrilar
CMF

Celulose nanofibrilar
CNF

Celulose nanocristalina
CNF

Imagem adaptada de Ventura , et al.  (7).
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CNF – celulose nanofibrilar; CMF – celulose microfibrilar; CNC – celulose nanocristalina; MN – micro-

núcleos; PN – pontes nucleoplásmicas; CBPI – cytokinesis-block proliferation index; – : negativo; 

(+) : positivo numa única concentração; + : positivo, sem relação dose-resposta ++ : positivo, com 

relação dose-resposta; NA – não analisada.
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Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e geno-
toxicidade com os três diferentes tipos de nanoceluloses ( 6,7,8 ).

Ensaio CNF CMF CNC

Células A549

MTT

PI

Clonogénico

ROS, 1 h

ROS, 24 h

MN

PN

CBPI

Células MG–63

MTT

MN

PN

CBPI

Células V79

MTT

Clonogénico

MN

PN

CBPI

–

–

–

–

–

–

–

–

–

+

+

–

–

(+)

+

–

–

–

–

–

–

–

+

–

–

–

+

+

–

–

+

–

–

–

–

–

–

–

–

–

NA

–

–

+

(+)

–

–

++

–

–

–
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_Discussão

O conhecimento sobre a toxicidade de nanomater ias ce-
lulósicos é ainda escasso e, na sua maior ia, os estudos 
toxicológicos não têm repor tado citotoxicidade ou geno-
toxicidade signi f icativas em sistemas in vi tro (9). 

Neste estudo foram testadas três nanoceluloses produzi-
das a par tir da mesma matéria-prima, mas com proprie-
dades f ísico-químicas diferentes. Os resultados indicam 
que nenhuma delas é tóxica para as células pulmonares ou

CNF – celulose nanofibrilar; CMF – celulose microfibrilar; CNC – celulose nanocristalina

MMC − Mitomicina C ; * p < 0.05. Figura adaptada de Ventura, et al. (7).

Gráfico 1: Frequência de células binucleadas micronucleadas (MNBC) por 1000 células 
binucleadas (CBN) e valores de CBPI observados em células MG-63 e V79 
expostas a (A) CNF (B) CMF e (C) CNC. 

ósseas quando ocorrem exposições de curta duração. Con-
tudo, após uma exposição mais prolongada, a CNC, em par-
ticular, mostrou alguma toxicidade em células pulmonares. 
Uma possível explicação para essa toxicidade é de que os 
grupos sulfato que existem à superfície da CNC como resul-
tado da hidrólise ácida interfiram no metabolismo celular. 

Relativamente à genotoxicidade, todas as nanoceluloses 
induziram a formação de micronúcleos, que ref letem even-
tos de quebra ou perda de cromossomas durante a divisão 
celular (10). Foi também detetado um aumento de pontes 
citoplasmáticas, causadas por outras anomalias cromos-
sómicas, nas células expostas a concentrações baixas de 
CNF ou CMF.  Uma hipótese explicativa para a ausência de 
genotoxicidade nas concentrações mais altas de nanoce-
lulose assenta na observação de agregados nessas con-
centrações que não serão internal izados pelas células.
No entanto, a anál ise por TEM revelou a internal ização de 
f ibr i las de nanocelulose numa concentração já elevada
(25 μg/cm2 ), sugerindo que haverá outros fatores explica-
tivos a ser estudados. Dado que nenhuma das nanocelu-
loses induziu a formação de espécies reativas de oxigé-
nio, é improvável que a genotoxicidade seja mediada por 
danos oxidativos no DNA, sugerindo antes uma interação 
mais direta com o DNA ou a existência de outros mecanis-
mos a ser investigados. Os diferentes resultados obtidos 
relacionam-se, possivelmente, com as diferentes caracte-
rísticas f ísico-químicas das nanoceluloses testadas e, tam-
bém, com a sensibil idade de cada modelo celular. Assim, 
os nossos resultados demonstram a necessidade de con-
tinuar estes estudos util izando concentrações mais bai-
xas e períodos de exposição mais longos. Para além disso, 
importará ainda investigar outros potenciais efeitos genéti-
cos e epigenéticos para permitir uma avaliação mais abran-
gente da toxicidade das nanoceluloses.

_Conclusões

Os presentes resultados, obtidos para três nanomater ia is 
celulósicos produzidos a par t i r de matér ia-pr ima nacio-
nal, indicam que a celulose nanocr ista l ina é mais ci totó-
x ica do que as duas nanoceluloses f ibr i ladas e que todas 

e las possuem algum potencia l genotóxico em células pul-
monares ou ósseas. 

Dado o crescente interesse na apl icação destas nanoce-
luloses, inclusive na área biomédica, impor ta prosseguir 
estes estudos por forma a aval iar, precocemente, a sua 
toxicidade. Esse conhecimento contr ibuirá para or ientar a 
produção responsável de novos nanomater ias mais segu-
ros para a saúde humana e para o ambiente. 
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preditiva para a caracterização dos potenciais efeitos respi-

ratórios de fibras de nanocelulose funcionalizadas num sis-

tema de co-cultura (PTDC/SAU-PUB/32587/2017).

0 1,5 3 6,25 12.5 MMC 

120

100

80

60

40

20

0

2,2

2

1,8

1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

C
B

P
I

M
N

B
N

C
/

1
0

0
0

B
N

C

Concentração de CNF TEMPO (µg/cm2)

*

*
*

*

*

*

MG-63

V79

CBPI MG.63

CBPI V79

0 1,5 3 6,25 12.5 MMC 

120

100

80

60

40

20

0

2,2

2

1,8

1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

C
B

P
I

M
N

B
N

C
/

1
0

0
0

B
N

C

Concentração de CMF enzimática (µg/cm2)

* * *

*

MG-63

V79

CBPI MG.63

CBPI V79

0 1,5 3 6,25 12,5 MMC 

120

100

80

60

40

20

0

2,2

2

1,8

1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

C
B

P
I

M
N

B
N

C
/

1
0

0
0

B
N

C

Concentração de CNC (µg/cm2)

* *
*

*

*

*

MG-63

V79

CBPI MG.63

CBPI V79

A ) 

B ) 

C ) 

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico



_Discussão

O conhecimento sobre a toxicidade de nanomater ias ce-
lulósicos é ainda escasso e, na sua maior ia, os estudos 
toxicológicos não têm repor tado citotoxicidade ou geno-
toxicidade signi f icativas em sistemas in vi tro (9). 

Neste estudo foram testadas três nanoceluloses produzi-
das a par tir da mesma matéria-prima, mas com proprie-
dades f ísico-químicas diferentes. Os resultados indicam 
que nenhuma delas é tóxica para as células pulmonares ou
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ósseas quando ocorrem exposições de curta duração. Con-
tudo, após uma exposição mais prolongada, a CNC, em par-
ticular, mostrou alguma toxicidade em células pulmonares. 
Uma possível explicação para essa toxicidade é de que os 
grupos sulfato que existem à superfície da CNC como resul-
tado da hidrólise ácida interfiram no metabolismo celular. 

Relativamente à genotoxicidade, todas as nanoceluloses 
induziram a formação de micronúcleos, que ref letem even-
tos de quebra ou perda de cromossomas durante a divisão 
celular (10). Foi também detetado um aumento de pontes 
citoplasmáticas, causadas por outras anomalias cromos-
sómicas, nas células expostas a concentrações baixas de 
CNF ou CMF.  Uma hipótese explicativa para a ausência de 
genotoxicidade nas concentrações mais altas de nanoce-
lulose assenta na observação de agregados nessas con-
centrações que não serão internal izados pelas células.
No entanto, a anál ise por TEM revelou a internal ização de 
f ibr i las de nanocelulose numa concentração já elevada
(25 μg/cm2 ), sugerindo que haverá outros fatores explica-
tivos a ser estudados. Dado que nenhuma das nanocelu-
loses induziu a formação de espécies reativas de oxigé-
nio, é improvável que a genotoxicidade seja mediada por 
danos oxidativos no DNA, sugerindo antes uma interação 
mais direta com o DNA ou a existência de outros mecanis-
mos a ser investigados. Os diferentes resultados obtidos 
relacionam-se, possivelmente, com as diferentes caracte-
rísticas f ísico-químicas das nanoceluloses testadas e, tam-
bém, com a sensibil idade de cada modelo celular. Assim, 
os nossos resultados demonstram a necessidade de con-
tinuar estes estudos util izando concentrações mais bai-
xas e períodos de exposição mais longos. Para além disso, 
importará ainda investigar outros potenciais efeitos genéti-
cos e epigenéticos para permitir uma avaliação mais abran-
gente da toxicidade das nanoceluloses.

_Conclusões

Os presentes resultados, obtidos para três nanomater ia is 
celulósicos produzidos a par t i r de matér ia-pr ima nacio-
nal, indicam que a celulose nanocr ista l ina é mais ci totó-
x ica do que as duas nanoceluloses f ibr i ladas e que todas 

e las possuem algum potencia l genotóxico em células pul-
monares ou ósseas. 

Dado o crescente interesse na apl icação destas nanoce-
luloses, inclusive na área biomédica, impor ta prosseguir 
estes estudos por forma a aval iar, precocemente, a sua 
toxicidade. Esse conhecimento contr ibuirá para or ientar a 
produção responsável de novos nanomater ias mais segu-
ros para a saúde humana e para o ambiente. 
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