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RESUMO: A vitamina C, &cido ascorbico, € importante por exercer multiplas funcdes metabolicas
de oxi-reducdo. Apesar da importancia, o &cido ascérbico € instavel, por isso, na cosmetologia,
utiliza-se a técnica de encapsulamento de substancias ativas através da nanotecnologia.
Nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que altera as propriedades de um material para a
escala nanométrica pela combinacao de diversos fatores para que objetos com dimensfes pequenas
tenham efeitos quéanticos que se manifestem de maneira mais evidente; observa-se que quanto
menor for o tamanho da amostra, maior sera os efeitos na superficie, pelo aumento da proporc¢édo
entre a sua area e seu volume. Os principios da nanotecnologia foram introduzidos na cosmética ha
alguns anos e o nanoencapsulamento de ingredientes ativos € promissor por potencializar o
cosmético comum, por: aumentar a estabilidade fisico-quimica do produto durante seu prazo de
validade no mercado; promover a melhoria da aplicacdo tatil-sensorial; apresenta liberacédo
controlada; direcionamento para locais especificos; promocdo da penetracdo cuténea; eficacia
comprovada no curto prazo. Contudo, no presente estudo houveram reacfes inesperadas dessa
vitamina através da avaliacdo do potencial anti mutagénico e mutagénico do Nanovetor Vitamina C
em células meristematicas de raiz de Allium cepa. Conclui-se que apesar de ser antioxidante ela foi
genotodxica na maior concentracao testada (20%/L).

Palavra-chave: Nanoparticula de Vitamina C. Aberra¢cdes Cromossdmicas. Genotoxicidade.

ABSTRACT: Vitamin C, ascorbic acid, is important because it exerts multiple metabolic oxy-
reduction functions. Despite the importance, ascorbic acid is unstable, so in cosmetology, the
technique of encapsulation of active substances through nanotechnology is used. Nanotechnology is
a multidisciplinary science that changes the properties of a material to the nanoscale by combining
several factors so that objects with small dimensions that quantum effects manifest more clearly; It
is observed that the smaller the sample size, the greater the effects on the surface, the increase in the
proportion between its area and its volume. The principles of nanotechnology were introduced in
cosmetics a few years ago and the nanoencapsulation of active ingredients is promising for
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potentiating the common cosmetic by: increasing the physicochemical stability of the product
during its shelf-life; Improvement of tactile-sensory application; Controlled release; Targeting
specific locations; Promoting penetration of the skin; Effectiveness in the short term. However, in
the present study there were unexpected reactions of this vitamin through the evaluation of the
antimutagenic and mutagenic potential of Nanovetor Vitamin C in Allium cepa meristematic root
cells. It was concluded that although it was an antioxidant, it was genotoxic at the highest
concentration tested (20% / L).

Keywords: Nanoparticle of Vitamin C. Chromosomal Aberrations. Genotoxicity

1. INTRODUCAO

A vitamina C, &cido ascérbico, é o fator antiescorbutico, originalmente isolado do tecido da
suprarrenal. Ela tem muitas fun¢Ges metabolicas como: cofator enzimatico, fator protetor e reagente
com transicdo de ions metélicos. Cada funcdo envolve propriedade de reducdo-oxidacdo da
vitamina. Tal reacdo servira como um sistema redox bioguimico envolvido em muitas reacfes de
transporte de elétrons incluindo aquelas envolvidas na: sintese de colageno, degradacdo de 4-
hidroxifenilpiruvato, sintese de norepinefrina e dessaturacdo de &cidos graxos. Para tais reacfes a
vitamina pode extinguir espécies reativas ao oxigénio, potencialmente toxicas, tais como o
superdxido ou o radical hidroxil e regenerar o tocoferol do radical tocoferoxil. O ascorbato funciona
como um co-substrato para, pelo menos, oito enzimas: trés envolvidas nas hidroxilacbes
lisina/prolina, duas necessarias para a biossintese de carnitina, duas funcionais na biossintese de
horménio e uma envolvida no metabolismo do amino&cido tirosina (MAHAN e ESCOTT-STUMP,
2002).

Além disso, a vitamina C, € essencial para: oxidacdo de fenilalanina e tirosina, a conversao
de folacina em acido tetraiidrofélico, conversdo de triptofano em 5-hidroxitriptofano e o
neurotransmissor serotonina e formacdo de norepinefrina a partir de dopamina, além disso reduz o
ferro sérico em ferroso no trato gastrointestinal (TGI) para facilitar a absor¢cdo (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 2002).

Muitos ativos naturais pesquisados ultimamente sdo compostos instaveis, sofrem reac6es
que levam a diminuicéo ou perda de eficicia e até mesmo a degradacdo do produto. Por isso, essas
novas propostas tecnoldgicas estdo em desenvolvimento, para melhorar o desempenho dos produtos

cosmeéticos e sua aceitagdo pelo consumidor. Uma alternativa para aumentar a estabilidade e, ainda,
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permitir a liberacdo controlada é o encapsulamento das substancias ativas através de técnicas que

envolvem a nanotecnologia (DAUDT et al., 2013).

Nano € um termo técnico usado em qualquer medida, significando um bilionésimo dessa
unidade, nanotecnologia significa a habilidade de manipular atomo com pretensdo de criar
estruturas maiores fundamentalmente e para fins comerciais. E uma ciéncia multidisciplinar que
inclui conhecimentos da biologia, fisica, quimica, engenharia, matematica, computacdo e de outros
ramos da ciéncia (DURAN et al., 2006; MARQUES, 2008).

Para alterar as propriedades de um material para a escala nanométrica se deve levar em
consideracdo a combinacdo de fatores: 1 — de objetos com essas dimensdes que os efeitos quéanticos
se manifestam de maneira mais evidente; 2 — Observa-se que quanto menor for o tamanho da
amostra, maior sera os efeitos na superficie, pelo aumento da proporcdo entre sua area e seu
volume. A teoria quéantica, um ramo da fisica que explica 0 comportamento dos dtomos e dos
elétrons na matéria. Os elétrons comportam-se, como ondas, a manifestagdo mais evidente é quando
o material tem dimensGes nanométricas (MELO;PIMENTA, 2004).

Os principios da nanotecnologia foram introduzidos na area cosmética ha alguns anos. No
periodo entre 1994 e 2005, a L'Oreal (Franca) foi classificada como a quinta empresa no mundo
com base no nimero de patentes relacionadas a nanotecnologia depositadas (FARAJI e WIPF,
2009). Outras grandes empresas ja utilizam a técnica de nanoencapsulamento em seus produtos,
como, por exemplo, Lancome e Givenchy (DURAN et al., 2006). No Brasil, por exemplo, a
empresa O Boticario apresenta uma linha de tratamento antienvelhecimento composta por

diferentes produtos utilizando a nanotecnologia.

O nanoencapsulamento de ingredientes ativos é promissor por potencializar o cosmético
comum, pois propicia: 1 — aumento da estabilidade fisico-quimica do produto durante seu prazo de
validade no mercado; 2 — melhoria da aplicacdo tatil-sensorial; 3 — libertagdo controlada; 4 —
direcionamento para locais especificos; 5 — promocdo da penetracdo cutdnea; 6 - eficacia
comprovada no curto prazo (CANAVEZ, 2001; GARVIL et al., 2011; GONCALVES e MEJIA,
2016; GOMES, 2013). Adicionalmente, o uso de nanossistemas por si SO permite obter efeitos
benéficos ao nivel da pele: 1 — manutencdo da integridade da barreira cutanea; 2 — aumento da
eficacia e tolerancia dos filtros solares a superficie; 3 — obtengdo de produtos mais atrativos do
ponto de vista estético (GONCALVES e MEJIA, 2016; GOMES, 2013).
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H& discussbes em torno da capacidade desses nanomateriais penetrarem na pele e serem
direcionados para via sisttmica podendo causar possiveis doengas ou interacdes com sistema
fisiolégico humano, mas ainda ndo se comprova (CANAVEZ, 2011; DUTRA, 2015). Pesquisas
confirmaram que a penetracdo cutanea passiva e a permeacdo de produtos altamente lipofilicos,
como o protetor solar octilmetoxicinamato (OMC) e o corante fluorescente Nile Red (NR),
encapsulados em nanoparticulas biodegradaveis de poli(E)caprolactona, comparativamente aos
mesmos produtos ndo encapsulados. Os autores observaram que o encapsulamento nanoparticulado
produziu um aumento de 3,4 vezes no nivel de OMC dentro do estrato corneo, apesar do uso de
nanoparticulas ndo ter aumentado a permeacdo da pele, aumentou sua disponibilidade no estrato
corneo. As nanoparticulas contendo NR, na fluorescéncia alcancou profundidades maiores (acima
de 60 um) dentro da pele, comparativamente quando dissolvido em propilenoglicol, e que a
alteracdo de distribuicdo foi devida, ao menos em parte, a atividade termodindmica alterada que
resultou em um aumento de seu coeficiente de particio no estrato corneo (ALVAREZ-ROMAN et
al., 2004; BARIL, 2012). Nesse contexto, por apresentarem resultados positivos, a utilizagcdo de

nanoparticulas tem aumentado no mercado de trabalho e na area de cosmetologia.

Portanto, € necessario acompanhar a seguranca dessas nanoparticulas em relacdo a saude
humana. Por isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a genotoxicidade do nanovetor vitamina C

em células meristematicas de raiz de Allium cepa.
2. MATERIAL E METODOS

Bulbos de cebola organica foram adquiridos no comércio local com fonte confiavel. Retirou-
se as escamas externas secas sem danificar a area radicular e o parénquima central da coroa de
brotamento também foi retirado, por incisdo circular, afim de aumentar a absorcéo e a uniformidade
do brotamento e crescimento das raizes. Apds lavar os bulbos em agua corrente por cerca de 20
minutos, foram expostos as amostras, em béqueres de vidro cobertos com papel, evitando a entrada
de luz, de forma que apenas o parénquima central da coroa de brotamento ficasse em contato com
as amostras. Para cada amostra analisada, utilizou-se cinco bulbos de cebolas as quais foram
expostas as amostras por 24 horas. O controle negativo foi realizado da mesma maneira utilizando
agua destilada (RANK e NIELSEN, 1993; KRUGER, 2009; CUCHIARA, 2012).

O controle positivo foi Paracetamol® na concentragdo 800 mg/L. Para o teste de

mutagénese, as concentracOes-testes do Nanovetor Vitamina C padronizadas foram de 5%, 10% e
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20% mL/L, uma vez que a concentracdo maxima indicada para comésticos é de 20% (SALLES,
2017).

Para a avaliacdo da antimutagénese fez-se o cotratamento com o controle positivo,
Paracetamol®, na concentracdo de 800 mg/L e as concentracfes-testes da Nanovetor Vitamina C

padronizadas para a realizagdo experimentos (5%, 10% e 20%).

Apos o crescimento, as raizes imersas nas amostras foram medidas e em seguida fixadas em
solucdo de Carnoy (acido acético e alcool etilico, na concentracdo de 3:1) por 12 horas. Apos
fixacdo, as raizes foram lavadas em agua destilada por cinco minutos e realizada a coloragdo em
laminas. Para tanto, as raizes foram coradas em corante orceina acética, na diluicdo de orceina 2% e
acido acético a 45%. As pontas das raizes foram cortadas e aquecidas por 20 segundos, em contado
com o corante. Em seguida, as raizes foram colocadas em laminas, cobertas por laminulas.
Posteriormente, a raiz foi esmagada por pressdo suave. A observacdo das laminas foi realizada em
microscopio dptico, com objetiva de 100x, procedendo a contagem de 5.000 células, observando os
indices mitéticos e as alteracfes cromossdémicas e mitéticas (RANK e NIELSEN, 1993; RIBEIRO
etal., 2012; DIAS, 2014).

O célculo do indice mitético (IM) e do indice de aberracdes cromossémicas e mitoticas

(IACM) ocorreu de acordo com as equacgdes abaixo:
IM = n° de células em mitose x 100 + n° total de células observadas
IACM = n° de células alteradas x 100 + n° total de células observadas

Para andlise estatistica, foi utilizado o teste ANOVA, com nivel de significancia o = 0,05,

utilizando o pacote estatistico GrafPad Prism 5.0.
3. RESULTADOS

A caracterizacdo da genotoxicidade e citotoxicidade do Nanovetor de Vitamina C foi
realizada por andlise do crescimento radicular de Allium cepa, com a finalidade de avaliar a inibi¢do
do crescimento da raiz, o indice mitético (IM) e o indice de anormalidades cromossomais e
mitoticas (IACM).
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Para a antimutagénese, o resultado da analise de variancia, pelo teste ANOVA, do
crescimento radicular est& descrito na Figura 1. Observou-se que houve diminuigdo estatisticamente
significativa do crescimento radicular da A. cepa nas concentracdes de 5 e 10% em relacdo do

controle positivo.

FIGURA 1: Avaliagdo Antimutagénica do indice de Crescimento das Raizes de Allium cepa
cotratadas com nanovetor de Vitamina C e Paracetamol®.
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Em relacdo ao IM, quando comparados o controle negativo e os tratamentos, nas trés
concentracdes o medicamento reduziu significativamente o IM, conforme pode ser observado na

Figura 2.

FIGURA 2: Avaliagdo Antimutagénica do Indice Mit6tico em células de Allium cepa cotratadas

com nanovetor de Vitamina C e Paracetamol®.
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A Vitamina C reduziu significativamente o IACM, nas duas menores concentracdes (5 e
10%) quando comparado com o controle positivo, demonstrando acdo antimutagénica nessas
concentragdes. Porém, na maior concentracdo testada (20%), o nanovetor de vitamina C
potencializou a quantidade de aberragbes cromossomicas ocasionadas pelo controle positivo (Figura
3).

FIGURA 3: Avaliacdo Antimutagénica da Taxa de Aberracdes Cromossdmicas em células de

Allium cepa cotratadas com nanovetor de Vitamina C e Paracetamol®.
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Em relacdo a mutagénese, o resultado da analise de variancia, pelo teste ANOVA, do

crescimento radicular esta descrito na Figura 4. Ndo foram observadas diferencas significativas no
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crescimento radicular da A. cepa quando comparados os tratamentos e 0 controle negativo, portanto

0 nanovetor da Vitamina C ndo interferiu no crescimento das raizes de cebola.

FIGURA 4: Avaliacio Mutagénica do indice de Crescimento das Raizes de Allium cepa tratadas

com nanovetor de vitamina C.
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Em relacdo ao IM, quando comparados com o controle negativo e os tratamentos, nas duas
menores concentracdes (5 e 10%), a substancia-teste reduziu significativamente o IM, conforme

pode ser observado na Figura 5.

FIGURA 5: Avaliacdo Mutagénica do indice Mit6tico em células de Allium cepa tratadas com

nanovetor de vitamina C.
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O nanovetor de Vitamina C aumentou significativamente o IACM quando comparado com o0
controle negativo apenas na maior concentracédo testada (20%) (Figura 6), apresentando potencial

mutagénico apenas nessa concentragao.

FIGURA 6: Avaliacdo Mutagénica da Taxa de Aberragdes Cromossomicas em células de Allium

cepa tratadas com nanovetor de vitamina C.
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4. DISCUSSAO

A vitamina C é um potente antioxidante que, mesmo em pequenas quantidades é
indispensavel na protecdo das moléculas de proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucléicos
(DNA e RNA). Além disso, segundo Frei (1999) e Yousef et al. (2007) protege das lesbes
oxidativas, danos por radicais livres, e reacfes oxidativas causadas pelo funcionamento regular do
metabolismo, ocasionados pela exposicdo as toxinas e poluentes, corroborando com os dados das
antimutagénese encontrados nessa pesquisa com o0 nanovetor dessa vitamina nas concentragdes de 5
e 10%.

Entretanto, estudos mostram que a vitamina C na presenca de ions metalicos pode ter acao
genotdxica, em algumas células havendo geracédo de radicais livres (LEE et al., 2001; ASPLUND et

al., 2002), corroborando com os dados encontrados nessa pesquisa na concentragao de 20%.

As concentracdes de vitamina C nos niveis plasmaticos humano sdo de 20 a 200 uM,
dependendo da dieta e do tempo de amostragem em relacdo a ingestdo (LIU et al., 1982). Pesquisas

ja revelaram perda na viabilidade celular apds tratamento de 72 hs em células HL-60 e também em

V.3,n 2:Agosto- dezembro, 2017, ISSN:24479330




SAUDE & CIENCIA EM ACAO — Revista Académica do Instituto de Ciéncias da Satde

ensaios de LDH (Lactate dehydrogenase), pois em ambos houve aumento das células apoptoticas,
de acordo com maiores concentracOes e tempo de exposicdo ao tratamento (ARRANZ et al., 2008).
No entanto, estudos anteriores demonstraram que a toxicidade da vitamina C é seletiva para

algumas células tumorais (BRAM et al., 1980).

A explicacdo da seletividade da vitamina C na inducdo de apoptose das células é que hd um
aumento na producdo da ROS (Reactive Oxygen Species) na presenca de vitamina C in vitro. Essa
genotoxicidade direta da vitamina C in vitro é melhorada, pois as particulas sobrenadantes da
vitamina C permanecerdo no meio de cultura, reduzindo os ions de metais de transi¢do e gerando
peroxido de hdrogénio e radicais livres (HALLIWELL, 1996; CLEMENT et al., 2001; GUAIQUIL
et al., 2001; BUONOCORE et al., 2010; LEVINE et al., 2011), corroborando com os dados

encontrados nesse trabalho.

No entanto, devido a constante exposicdo a poluentes, a estabilidade do genoma humano
esta instavel, com isso é importante manter a ingestdo de antioxidantes naturais,pois servem para
porteger 0 genoma humano de mutagdes, desde que, sejam utilizados nas concentragdes corretas,

como demonstrado pelos dados encontrados no teste de antimutagénese.
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