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RESUMO

A nanotecnologia vem sendo cada vez mais utilizada no campo de aplicagbes
biomédicas. Dentre os nanomateriais mais utilizados encontram-se os nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNTSs), devido a sua alta e eficaz capacidade
carreadora. Com o uso crescente, veio também uma maior preocupagédo quanto aos
seus efeitos no organismo. O estudo da toxicidade de nanotubos € bastante complexo,
devido a singularidade de cada nanoparticula fabricada, fornecendo resultados de
avaliagdes de toxicidade discrepantes, tanto in vitro quanto in vivo. Tornou-se entéo
essencial a avaliagao da biodistribuicdo e da capacidade toxica sistémica de cada
MWCNT. No presente estudo, procuramos esclarecer aspectos relacionados a
biodistribuicao de MWCNTSs funcionalizados com grupamentos carboxila (COOH) e o
seu efeito toxico sistémico in vivo. Para isso, injetamos camundongos Balb-c fémeas
com solugdes contendo diferentes concentragdes de nanotubos (10ug, 20ug e 50ug), e
avaliamos em tempos diferentes de exposigéo (12 horas, 24 horas, 48 horas e 21 dias),
através de duas vias de administracdo: intraperitoneal e subcutdnea. Os animais
permaneceram durante 24 horas em gaiola metabdlica para coleta de urina. Foi
realizado ainda o monitoramento da respiragcao desses animais através da espirometria,
e o soro foi coletado para avaliagao bioquimica dos niveis séricos de AST, ALT, GGT,
CK e ureia. Foram retirados também os 6rgéos dos animais para o calculo do indice
peso orgao/peso corporal. Todos os animais sobreviveram a inje¢cao das solugdes de
nanotubos e nao apresentaram diferengcas quanto ao volume de urina coletado. A
espirometria indicou um aumento geral agudo do volume corrente apds as
nanoinjecdes, que se restabeleceu apods 21 dias da exposicdo. Esse aumento ocorreu
de forma mais rapida para animais injetados intraperitonealmente do que pela via
subcutanea. Nao foram registradas diferengas nos indicadores bioquimicos, enquanto o
indice acusou uma diminuigdo apenas no tamanho do bago na concentracdo de 10ug
apo6s 21 dias. Nossos resultados mostram que a sintese e funcionalizagao realizada
para esses MWCNTs foi eficaz no sentido de produzir nanoparticulas com boa
compatibilidade sistémica e baixa toxicidade a longo prazo, podendo em estudos
futuros serem usadas com seguranga como carreadores bioldgicos.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono de paredes multiplas, toxicidade sistémica,

fungao respiratoria, avaliagéo bioquimica.



ABSTRACT

Nanotechnology has been increasingly used in the field of biomedical applications.
Among the most used nanomaterials are the Multi-Walled Carbon Nanotubes
(MWCNTSs), due to its high and effective carrier capacity. With increasing use there was
also increased concern about its effects on the organism. The toxicity study of
nanotubes is quite complex, due to the uniqueness of each manufactured nanoparticle,
providing discrepant results of toxicity assessments, both in vitro and in vivo. Therefore,
the evaluation of the biodistribution and the systemic toxic capacity of each MWCNT
became essential. In the present study, we sought to clarify aspects related to the
biodistribution of MWCNTs functionalized with carboxyl groupings (COOH) and their
systemic toxic effect in vivo. For this, we injected female Balb-c mice with solutions
containing different concentrations of nanotubes (10ug, 20ug and 50ug), and evaluated
at different times of exposure (12 hours, 24 hours, 48 hours and 21 days) through two
administration routes: intraperitoneal and subcutaneous. The animals remained for 24
hours in metabolic cages for urine collection. Monitoring of the respiration of these
animals through spirometry was performed, and the serum was collected for biochemical
evaluation of AST, ALT, GGT, CK and urea. The organs of the animals were also
removed for calculation of organ weight/body weight index. All animals survived the
injection of nanotubes and showed no differences in the volume of urine collected.
Spirometry indicated an overall acute increase in tidal volume after nanoinjections,
which was restored after 21 days of exposure. This increase occurred more rapidly for
animals injected intraperitoneally than for the subcutaneous route. No differences were
recorded in the biochemical indicators, while the index showed a decrease in spleen
size only at the concentration of 10ug after 21 days. Our results show that the synthesis
and functionalization performed for these MWOCNTs was effective in producing
nanoparticles with good systemic compatibility and low long term toxicity, and in future

studies could be safely used as biological carriers.

Keywords: Multi-walled carbon nanotubes, systemic toxicity, respiratory function,

biochemical evaluation.
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1. INTRODUGAO

1.1. Nanotecnologia

A tecnologia de manipulagdo a nivel molecular, embora seja uma area de muita
importancia atualmente, e ja esteja inserida no nosso cotidiano, € uma ciéncia
extremamente recente. A nanotecnologia pode ser definida como a habilidade de
manipulagdo de atomos e moléculas em escala nanométrica, entre 0,1 e 100nm, para
criar estruturas diferentes com uma nova organizagao molecular (MOGHIMI et al.,
2005). Nesse nivel, as estruturas formadas exibem propriedades e fendmenos fisicos,
quimicos e bioldgicos unicos e diferentes do material original, devido a sua escala
nanomeétrica, como maior resisténcia, maior grau de pureza, e até novas propriedades
cataliticas e magnéticas (RAWAT et al., 2016). Dessa forma, as nanoparticulas que
possuem ao menos uma de suas dimensdées menores que 100nm, tornam-se
interessantes para fins comerciais e também para o campo de aplicagdes biomédicas.
Elas oferecem novas possibilidades de interagcdo com complexos biolégicos funcionais,
uma vez que operam a mesma escala que biomoléculas. Atualmente, as nanoparticulas
foram adaptadas para o emprego no desenvolvimento de drogas, sendo utilizadas
como carreadores de diferentes agentes terapéuticos, incluindo pequenas moléculas,
peptideos, proteinas e acidos nucleicos (PIEROTTI et al., 2008).

Existem varios tipos de nanoparticulas como os dendrimeros, nanoparticulas de
ouro, quantum dots, fulerenos e lipossomos. Dentre os nanomateriais mais utilizados

atualmente encontram-se os nanotubos de carbono (CNTs) (SMART et al., 2006).

1.2. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono representam a terceira forma alotrépica do carbono,
juntamente com o grafite e o diamante (LACERDA et al., 2006). Sao estruturas
formadas por atomos de carbono em arranjos hexagonais. Diversos arranjos,
combinados, constituem uma folha de grafeno que, quando enrolada, forma um cilindro

e da origem ao nanotubo. Dessa forma, CNTs nada mais sao que estruturas cilindricas



nanomeétricas constituidas exclusivamente de atomos de carbono ligados entre si
(AILLON et al., 2009).

1.2.1. Classificagcao

Existem dois tipos de CNTs, classificados de acordo com o numero de camadas
de grafeno em sua composigédo. Os nanotubos de carbono de parede simples ou single-
walled carbon nanotubes (SWCNTs) sdo formados a partir de uma folha uUnica de
grafeno, com diadmetro variavel entre 0.4 e 3.0nm (Figura 1A). Ja os nanotubos de
carbono de paredes multiplas ou multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) séo
formados a partir de duas ou mais folhas de grafeno, enroladas de forma concéntrica.
Possuem diédmetro variavel entre 1.4 e 100nm (AILLON et al., 2009; VIDU et al., 2014)
(Figura 1B).

1.2.2. Métodos de crescimento

Ambos os tipos de CNTs podem ser produzidos através dos métodos de descarga
por arco, ablacdo a laser e deposi¢do quimica de vapor ou chemical vapor deposition
(CVD). O ultimo é o mais utilizado atualmente na producédo de nanotubos, e possibilita a
sintese em larga escala com o menor custo de produgao. O processo de CVD consiste
na decomposi¢cao de um vapor ou gas precursor, geralmente um hidrocarboneto. Os
atomos de carbono provenientes do precursor entram em contato com um catalisador
metalico, que pode ser gerado in situ durante o processo ou ser colocado sobre um
substrato. Os atomos sdo entdo excitados e passam a nuclear e crescer, formando os
nanotubos (EATEMADI et al., 2014). Esse tipo de método apresenta alta pureza e
maior controle sobre o alinhamento e angulo dos atomos de carbono da estrutura
construida. No entanto, a capacidade de reproducdo do produto formado ainda é baixa,
devido a dificuldade de controlar todos os pardmetros desse processo (KUNZMANN et
al., 2011).



Grafeno

Figura 1. Esquema da formagao de CNTs a partir de folhas de grafeno. A) Os nanotubos de carbono
de parede simples (SWCNTSs) sdo formados a partir do enrolamento de uma folha Unica de grafeno. B)
Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) sdo formados a partir de duas ou mais folhas
de grafeno, enroladas de forma concéntrica (VIDU et al., 2014).

1.2.3. Caracterizagao

A etapa de caracterizagao dos CNTs é muito importante para se estabelecer as
caracteristicas estruturais dos mesmos e averiguar o seu grau de pureza. Durante esse
procedimento, procura-se avaliar alguns parametros especificos dessas nanoparticulas,
como a quiralidade, o diametro, o numero de paredes, os defeitos estruturais e
possiveis contaminantes (BELIN, EPRON, 2005; LEHMAN et al., 2011; AQEL et al.,
2012).



Existem varias formas de realizar a caracterizagdo de um nanotubo. Entre as
técnicas mais comuns se encontram a espectroscopia Raman, a termogravimetria e a
microscopia eletrénica de transmissao ou fransmission electron microscopy (TEM).

A espectroscopia Raman ¢é uma das ferramentas mais poderosas de
caracterizacdo de CNTs. E possivel realizar uma analise rapida, sem que a amostra
passe por qualquer tipo de preparagdo ou sofra alguma alteragdo. Ela fornece
informacgdes acerca do grau de pureza, defeitos e alinhamento tubular, e é capaz de
auxiliar na distincdo entre a presengca de CNTs ou outros alétropos de carbono.
Também ¢é possivel determinar a natureza eletrbnica dos nanotubos, como por
exemplo, se possui carater metalico ou semicondutor. A posigéo, largura e intensidade
das bandas fornecidas por essa técnica possibilitam a distingdo das formas alotropicas
do carbono (BELIN, EPRON, 2005; LEHMAN et al., 2011).

A termogravimetria € um método de analise que fornece dados quantitativos
acerca do peso das fragcdbes de carbono e metais presentes no nanomaterial. O
equipamento monitora, de acordo com a temperatura, diferengas nesse peso devido a
eventos oxidativos que acontecem na amostra com a variagao térmica (AQEL et al.,
2012).

A microscopia de transmissdo € uma técnica um pouco mais elaborada e
essencial para a caracterizagdo de nanomateriais. E uma forma de observacdo direta
do tamanho, formato e estrutura de nanoparticulas. Na TEM, os nanotubos podem ser
observados perpendicularmente ao seu eixo, para a obtengdo de imagens de contraste
de fase. Sendo assim, € possivel ver o numero de camadas presentes em MWCNTs,
além de verificar se as extremidades dos tubos encontram-se abertas ou fechadas
(AQEL et al., 2012; BELIN, EPRON, 2005) (Figura 2).

1.2.4. Propriedades

Os CNTs possuem como caracteristica uma alta forca tensora, sao ultraleves, tém
estabilidade térmica e quimica excelentes, e ainda propriedades eletrénicas condutoras
e semi-condutoras dependendo da geometria de seus arranjos hexagonais (SMART et
al., 2006).



Além disso, tanto SWCNTs quanto MWCNTs possuem uma razdo comprimento/
diametro relativamente grande, e uma area de superficie muito ampla, o que torna os
nanotubos aptos a alta sensibilidade molecular para detec¢do ou reconhecimento.
Consequentemente, uma grande fracdo da superficie dessas estruturas pode ser
modificada com uma variedade de grupos funcionais, alterando o comportamento tanto
in vitro quanto in vivo dos CNTs (FIRME, BANDARU, 2010).

OO0 O

Figura 2. Caracterizagao de MWCNTs por microscopia eletrénica de transmissado. Cada linha preta
paralela representa uma camada de grafeno. Cortes longitudinais e transversais de cada nanotubo s&o
representados. a) Nanotubo consistindo de cinco folhas de grafeno. b) Nanotubo de duas camadas de
grafeno. c) Nanotubo de sete folhas de grafeno (IIJIMA, 1991).




1.3. Biodistribuicao de nanotubos de carbono

A Dbiodistribuicdo de nanoparticulas € bastante diversificada, e depende
principalmente do tipo, didametro e comprimento de cada nanomaterial. Tais fatores
definem ainda a velocidade desse processo.

Os mecanismos de internalizagdo de nanomateriais sao diversos. Especificamente
para CNTs, pesquisas mostraram que a maioria dos nanotubos sdo capazes de
atravessar a membrana de uma grande variedade de tipos celulares,
independentemente de sua funcionalizacdo. Devido a seu formato cilindrico e sua
grande propor¢ao de area de superficie, os nanotubos funcionam como ‘nanoagulhas’,
penetrando a membrana celular com facilidade, através de um mecanismo nao-
dependente de energia (KOSTARELOS et al., 2007; KUNZMANN et al.,, 2011)
(Figura 3).

Outros mecanismos podem ocorrer para a internalizacdo dessas nanoparticulas,
dependendo do tamanho do nanotubo e do tipo celular. Estudos mostram que CNTs de
tamanhos bem pequenos interagem com receptores presentes na membrana
plasmatica de macroéfagos, e sdo captados eficientemente por essas células através da
fagocitose (HIRANO et al., 2008). Pesquisas adicionais mostram que certos tipos de
CNTs podem também sofrer endocitose, geralmente mediada por clatrina, em um
processo dependente de energia (KAM et al.,, 2006; KUNZMANN et al., 2011)
(Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de internalizagao celular de CNTs. O principal mecanismo de internalizagcado
ocorre através da difusdo ou penetragdo de CNTs na célula, agindo como uma ‘nanoagulha’ devido ao
seu formato e area de superficie. Outros mecanismos de internalizagdo ndo tdo comuns incluem a
fagocitose e a endocitose, que ocorre dependendo do tamanho da particula e do tipo celular (Adaptado
de KUNZMANN et al., 2011).

Com relacéo a distribuicdo sistémica, diversos estudos in vivo demonstraram que
o caminho dos CNTs depende da via de administragao. Existem trés vias de exposi¢ao
natural a essas nanoparticulas, que acontecem no ambiente externo: através da pele,
trato intestinal e vias aéreas. Quando em contato com a pele, apenas os nanotubos de
menor diametro conseguiriam ultrapassar a barreira epitelial e chegar a circulagao.
Sendo assim, essa via de exposicdo sO seria preocupante em casos de cortes ou
ferimentos na pele. O trato intestinal possui uma constituicido bem diferente da pele,
facilitando a absorcdo das nanoparticulas. No entanto, essa absorcdo depende do
tamanho da particula e de sua carga elétrica. Particulas positivamente carregadas ficam
presas no muco negativamente carregado, enquanto as negativas sofrem difusao para
a circulacédo (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006).



A via respiratoria € a mais estudada uma vez que, atualmente, é a principal via de
exposi¢cao do publico geral através da poluicdo do ar e de trabalhadores envolvidos no
processo de manufatura e manejo dessas particulas (SMART et al., 2006). Apés a
entrada pelas vias respiratorias, os CNTs podem ficar presos no muco respiratorio e
posteriormente serem evacuados em dire¢do a boca, ou ainda, se atingirem regides
mais profundas do aparelho respiratério, como os pulmdes e alvéolos, os nanotubos
sdo captados pelos macréfagos alveolares e degradados (LANONE, BOCZKOWSKI,
2006).

Uma vez na circulagdo sanguinea, seja através das vias de exposi¢ao naturais ou
através de injegdes intravenosas, subcutédneas ou intraperitoneais, CNTs tendem a

acumulacgao principalmente no figado, baco e pulmdes (AILLON et al., 2009).

1.4. Toxicidade dos nanotubos de carbono

Desde sua descoberta em 1991 (IIJIMA, 1991), os nanotubos de carbono tém
atraido a atengdo em varios campos, que abrangem desde a area de diagndsticos por
imagem e biossensores a sistemas de entrega de drogas e veiculos vacinais (DENG et
al., 2007).

Com a rapida expansdo do uso dos CNTs veio também uma crescente
preocupagao com os possiveis efeitos desses nanomateriais no organismo. Pouco se
sabe sobre a toxicidade dos CNTs apds a introdugao na circulagdo sanguinea, o que é
vital para suas aplicagbes biomédicas. Varios estudos mostraram que ha um alto grau
de complexidade no entendimento do metabolismo e formas de interacdo celular de
nanoparticulas em sistemas in vivo, devido a singularidade de sua biodistribuicdo,
clearance e resposta imune (HUANG et al., 2010; RAWAT et al., 2016).

O estudo da toxicidade de nanoparticulas é bastante complexo, devido a
singularidade de cada nanoparticula fabricada e das propriedades diferenciadas que
todas elas possuem. Sendo assim, a maioria dos resultados obtidos a partir de
avaliagbes de toxicidade, tanto in vitro quanto in vivo sao bastante discrepantes (JI et
al., 2009). Devido a essas peculiaridades, alguns ensaios toxicolégicos tradicionais e

bem estabelecidos in vitro tornam-se obsoletos, como o préprio MTT (brometo de 3-



(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio), que ja apresentou resultados falso-
negativos para a citotoxicidade de CNTs (WORLE-KNIRSCH et al., 2006).

Para a avaliagdo da toxicidade de uma nanoparticula é indispensavel conhecer
suas formas de absorgao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do. Dessa forma, um
estudo toxicologico deve focar nos principais 6rgdos responsaveis por essas fungdes no
organismo, pois além de processarem 0s nanomateriais sd0 0s mais expostos aos
mesmos por possuirem maior fluxo sanguineo. Sao eles: pulmdes, figado, rins e bago
(AILLON et al., 2009) (Figura 4).

.+ — Toxicidade hematoldgica

Toxicidade pulmonar
*+— Toxicidade esplénica

Hepatotoxicidade . '\

Figura 4. Principais formas de toxicidade in vivo apresentadas por nanomateriais (AILLON et al.,
2009).

Hefrotoxicidade

Existem seis fatores principais que determinam o potencial de uma nanoparticula
de causar danos, sendo que eles interagem e influenciam uns aos outros (LANONE,
BOCZKOWSKI, 2006). Séo eles:

1) Composi¢ao quimica,

2) Tamanho da particula,

3) Area de superficie e sua reatividade,

5
6

)
)
4) Funcionalizagao da superficie,
) Capacidade de aglomeracéao/ agregacao,
)

Formato da particula e/ ou potencial de atracao eletrostatica.
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A composigcdo quimica dos CNTs representa um papel muito importante para a
determinacdo do tamanho da particula, e pode incluir metais de transicdo e
revestimentos. Tais arranjos podem deixar o nanotubo propenso a reagir com mais
facilidade e liberar maior quantidade de radicais livres. Ela também influencia bastante
no tamanho da nanoparticula. Por sua vez, esse fator pode ser determinante para a
modulag¢do da biodisponibilidade a nivel celular e sistémico, afetando a deposigéo das
nanoparticulas nos mesmos (SMART et al., 2006).

Com relagdo a area de superficie temos que, para CNTs, ha uma razao area/
massa muito aumentada, fornecendo uma enorme area de contato com as membranas
biolégicas e aumentando a capacidade de absorgéo e transporte dessas substancias
(SMART et al., 2006).

A funcionalizagdo da superficie € um fator decisivo para a determinacado da
solubilidade do nanotubo, definindo o grau de hidrofobicidade da particula e a
capacidade de solubilizacdo em meios biolégicos (TANG et al., 2012). Nanotubos de
carbono do tipo ‘pristine’ possuem como caracteristica a nao-funcionalizagdo de sua
estrutura. Estudos observaram que esse tipo de nanotubo é inerentemente hidrofébico
e altamente citotoxico, levando a uma preferéncia pela funcionalizacdo na comunidade
cientifica (YANG et al., 2008).

O tipo de funcionalizagdo de um CNT afeta diretamente a capacidade de
agregacado da nanoparticula, de acordo com sua interagcdo com o meio. Em geral,
nanotubos de carbono possuem uma tendéncia a agregac¢ao em diversos tipos de meio,
o que direciona os CNTs a acumulacgao tecidual (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006).

A tendéncia a aglomeragéo pode variar também com o formato da nanoparticula.
Os nanomateriais podem assumir diversas formas, como esferas, fibras, tubos, anéis, e
formas planas. Apesar de possuirem forma bem definida, os nanotubos podem
apresentar defeitos estruturais que alteram seu formato e tamanho usuais e mudam seu
comportamento, causando toxicidade. Além disso, ha outros defeitos como o formato
da extremidade do CNT, residuos da catalise do nanotubo que podem levar a formacgao
de radicais livres e o defeito de Stone-Wales que consiste no pareamento de arranjos
hexagonais e pentagonais dos atomos de carbono, podendo potencializar possiveis
efeitos toxicos (FIRME, BANDARU, 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema dos principais defeitos observados em CNTs. O comprimento descontrolado do
CNT, defeitos no formato da extremidade do nanotubo e defeitos estruturais encontram-se entre os
principais fatores que determinam o potencial toxicolégico de uma nanoparticula. Defeitos na composi¢ao
quimica, como residuos provenientes de catalisadores, podem reagir com o superoxido produzido pela
enzima NADPH oxidase e levar a formacgao de radicais livres na célula. Além disso, o nanotubo também
pode apresentar o defeito de Stone-Wales, alterando possivelmente a forma e o potencial eletrostatico do
material (Adaptado de FIRME, BANDARU, 2010).

Fatores adicionais para a determinagdo da toxicidade incluem a taxa de
degradabilidade, que é dependente do tipo de funcionalizagcdo do nanotubo, e a
concentragdo de particulas inseridas no organismo ou célula. O efeito toxicolégico de
CNTs apresenta comportamento dose-dependente, devido a alteragdo do padrao de

absorcao celular e acumulacdo do nanotubo. Quando o nanotubo apresenta menor
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padrdao de degradacao tecidual, pode dificultar seu clearance, levando a um maior
deposito celular do nanomaterial (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006). Estudos mostraram
ainda que o padrao de biodistribuicdo, e consequentemente de toxicidade, se altera de

acordo com a via de administracdo do nanotubo in vivo (AILLON et al., 2009).

1.4.1. Mecanismos da toxicidade de nanotubos de carbono

A etiologia dos efeitos toxicos de nanotubos de carbono no organismo ainda n&o
foi totalmente elucidada. Acredita-se que, uma vez internalizados, os CNTs exercam a
citotoxicidade através de trés mecanismos principais: 0 nuclear, o citoplasmatico e o
mitocondrial (FIRME, BANDARU, 2010) (Figura 6).

Apos entrada na célula, independentemente da via, CNTs podem atravessar a
membrana nuclear e causar citotoxicidade por meio de danos no DNA, como por
exemplo provocar o aprisionamento da célula em certas fases do ciclo celular, afetar
sua proliferagdo e causar efeitos mutagénicos. Essas nanoparticulas podem ainda
permanecer no citoplasma e atuarem como RNA de interferéncia. Sendo assim, podem
levar ao silenciamento génico, regulando a expressao de genes decodificadores de
proteinas e alterando o metabolismo celular. Tal alteracdo também pode levar a
geragado de sinais apoptoticos e a perda de viabilidade celular (FIRME, BANDARU,
2010; KUNZMANN et al., 2011).

O estresse oxidativo é tido como o principal mecanismo molecular de
citotoxicidade mediada por CNTs e ocorre quando o equilibrio entre a geracao de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidantes sofre
perturbacdes. Essa perturbagdo pode ocorrer quando, por exemplo, a formacido de
radicais livres excede as defesas antioxidantes disponiveis na célula ou organismo.
Como resultado, temos um aumento nas concentracdes de lipidios, proteinas e acidos
nucleicos oxidados, e muitas dessas moléculas tornam-se inativas e incapazes de
exercer suas fungdes basicas (BARBOSA et al., 2010).

Estudos prévios comprovaram que os nanomateriais possuem uma capacidade
intrinseca de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), tanto in vitro quanto in vivo,

especialmente na presenca de luz UV ou metais de transi¢cdo. Essa producédo pode
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estar relacionada as propriedades fisico-quimicas uUnicas das nanoparticulas. Além
disso, os CNTs uma vez internalizados, podem se mobilizar nas mitocondrias. Essas
organelas possuem um papel importante ndo somente no fornecimento de energia a
célula, mas também no controle da proliferacdo e apoptose, por meio de mecanismos
dependentes da via redox. Assim, a mobilizacdo de CNTs nas mitocéndrias poderia
alterar essa via causando perda de viabilidade celular. Varios resultados mostraram que
essa acumulagao leva a um aumento na geracao de radicais livres e peroxido e a
deplecao total de reservas antioxidantes e glutationa, uma proteina que atua como um
poderoso antioxidante (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006; SMART et al., 2006; RAWAT
et al., 2016).

Micleo: entrega de genes
@ Citoplasma: RNA interferente
@ Mitocéndria: apoptose

Nanopenetragao
(Passiva)

CHNT
Endocitose
(Ativa)

Vesicula

Processos excretorios desconhecidos

Figura 6. Mecanismos de citotoxicidade de CNTs. Apds entrada via nanopenetragdo ou endocitose/
fagocitose, CNTs podem ser direcionados a: 1) Nucleo celular, onde exercem citotoxicidade através de
um mecanismo de ‘entrega de genes’; 2) Citoplasma, onde atuam como RNA interferente; 3) Mitocondria,
onde preferencialmente se acumulam causando estresse oxidativo e gerando sinais apoptéticos
(Adaptado de FIRME, BANDARU, 2010).
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Assim como a biodistribuicdo, a toxicidade de CNTs varia de acordo com a via de
administracdo da nanoparticula. A maior parte dos estudos de toxicidade abordam
principalmente a via de exposicdo pulmonar, ja que € a via primaria de exposigao
ocupacional aos nanotubos. Os resultados sdo bastante discrepantes, no entanto, a
grande maioria reporta respostas inflamatérias agudas apds sua captagcédo pelos
macrofagos, com expressdo de citocinas como TNF e IL-1, acompanhadas de
granulomas pulmonares ao redor dos aglomerados de nanotubo, fibrose intersticial
difusa progressiva e espessamento da parede alveolar. Marcadores de estresse
oxidativo como acumulagcdo de peroxido e deplegdo de glutationa também foram
encontrados no tecido pulmonar afetado, sugerindo esse mecanismo como o
responsavel pela inflamacao e toxicidade pulmonar (LANONE, BOCZKOWSKI, 2006;
LIANG et al., 2010).

Quanto a via de exposigcdo cutédnea, alguns estudos demonstraram que,
eventualmente, pode ocorrer a absor¢cao de CNTs através da barreira cutanea levando
ou nao a efeitos nocivos. As manifestagdes de toxicidade cutdnea incluem hiperplasia
dérmica causada por citotoxicidade de queratindcitos, alopécia localizada e
espessamento da pele (LIANG et al., 2010; RAWAT et al., 2016).

Os efeitos téxicos causados através de administracdo de nanotubos via
intraperitoneal, intravenosa e subcutdnea sao os mais preocupantes para suas
possiveis aplicacdes biomédicas. Ainda ha muitos resultados conflitantes nessa area,
embora a maioria das pesquisas mostrem alta biocompatibilidade apds injecbes por
essas vias. Geralmente, ocorre o acumulo dos CNTs no figado, pulmdes, baco e rins
poucas horas apés a injecdo. O tempo de degradagao e clearance dos nanotubos
injetados do organismo diferem bastante de acordo com o tipo de nanotubo. Grande
parte é facilmente excretada via renal em um curto periodo de tempo. Em alguns casos,
geralmente com nanotubos do tipo ‘pristine’, ha a acumulagao persistente nos 6rgaos
supracitados, o que levanta uma certa preocupagdo com seus efeitos toxicos a longo
prazo (DENG et al., 2007; YANG et al., 2008; YANG et al., 2012; RAWAT et al., 2016).

E importante ressaltar a magnitude da interferéncia da funcionalizagdo e
caracterizagdo do nanotubo injetado para os ensaios toxicolégicos. Problemas de

acumulacao e clearance renal lento de nanoparticulas sao facilmente resolvidos com
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funcionalizagbes que diminuam a taxa de agregacédo de CNTs. Da mesma forma, CNTs
com um tamanho muito grande podem resultar em fagocitose ineficiente e em
consequente ruptura de membranas macrofagicas. A presenga de impurezas ou
inclusive a purificagdo excessiva de um nanotubo pode levar a maior formagao de ROS
(AILLON et al., 2009).

Em se tratando de aplicagbes biomédicas, a existéncia de tantos resultados
discrepantes, obtidos através de estudos com metodologias tao divergentes (quanto a
sintese, funcionalizagdo, via de administragdo do nanotubo), tornam um ensaio
toxicoldgico sistémico em modelo in vivo extremamente importante, para cada nanotubo

em especifico, devido a sua singularidade e imprevisibilidade.



16

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo do estudo foi observar os efeitos da administracdo sistémica de
nanotubos de carbono de paredes multiplas em modelo animal, avaliando sua
biodistribuicdo e toxicidade quando aplicados em diferentes concentracdes através das

vias intraperitoneal e subcuténea.

2.2. Objetivos especificos

A) Avaliar a fungao respiratéria de camundongos Balb-c injetados com diferentes
concentragbes das solugdes de nanotubos (10ug, 20ug e 50ug), apds diferentes
tempos de exposicéo (12 horas, 24 horas, 48 horas e 21 dias).

B) Analisar os niveis de AST, ALT, CK, GGT e ureia de cada camundongo por
meio de testes bioquimicos.

C) Comparar a razao entre peso do 6rgao e peso corporal do bago, rins, figado,
coragao, pulmao e cérebro de animais controle e nanoinjetados.

D) Avaliar diferengas entre o peso corporal, volume de urina e consumo de agua
e racao de animais controle e nanoinjetados.

E) Comparar os efeitos téxicos dos MWCNTs quando administrados através das

vias intraperitoneal e subcutanea.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sintese e Funcionalizagao dos nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas utilizados foram sintetizados por
meio da técnica de Deposicdo Quimica de Vapor e, posteriormente, foram
funcionalizados com grupamentos oxigenados acidos (COOH) por ataque quimico em
solugdo acida (H.SOs e HNOgj). Para a avaliacdo da integridade e pureza das
nanoparticulas, foram utilizadas as técnicas de microscopia eletrdnica, termogravimetria
e espectroscopia Raman. Estas etapas foram realizadas no Laboratorio de
Nanomateriais do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

3.2. Animais

Para a realizagao do trabalho foram utilizadas 128 camundongos fémeas da
linhagem Balb/c, com idades entre 5 e 6 semanas. Os animais foram obtidos no Centro
de Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA) da UFU, e mantidos no biotério da
Area de Ciéncias Fisiolégicas (ARFIS) desta Universidade, sob condicdes normais e
alimentadas ad libitum com racao extrusada.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA), sob
numero de protocolo 021/17.

Os animais foram submetidos a uma unica injegdo com volume final de 100ul de
PBS (controle) ou solugao de nanotubos nas concentragdes de 10ug, 20ug ou 50ug. A
administracao das solugdes foi realizada através da via intraperitoneal ou subcuténea.
As avaliagdes respiratoria, urinaria e bioquimica foram realizadas apds um periodo de
12h, 24h, 48h ou 21 dias apds a administragao.

Apés as avaliagdes, os animais foram anestesiados com cetamina (100mg/kg, i.p)
e xilasina (8mg/kg, i.p), e sacrificados por meio de exsanguinagao por pungao cardiaca.
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3.3. Vias de administracao

Os animais foram divididos em grupos para ambas as vias de administragao,

conforme descrito na tabela abaixo.

128 camundongos
Balb-c fémeas

64 camundongos 64 camundongos
Via Intraperitoneal Via Subcuténea
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
PBS 10ug CNT  20ug CNT 50pg CNT PBS 10ug CNT  20ug CNT  50ug CNT 12
12 horas 12 horas 12 horas 12 horas 12 horas 12 horas 12 horas horas
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8
PBS 10ug CNT 20ug CNT 50ug CNT PBS 10ug CNT  20ug CNT  50ug CNT 24
24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas horas
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Grupo9 Grupo10 Grupo 11 Grupo 12 Grupo9 Grupo10 Grupo 11 Grupo 12
PBS 10ug CNT 20ug CNT 50ug CNT PBS 10ug CNT  20pg CNT 50ug CNT 48
48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas horas
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Grupo 13 Grupo 14 Grupo 15 Grupo 16 | Grupo 13 Grupo 14 Grupo 15 Grupo 16
PBS 10ug CNT 20ug CNT 50ug CNT PBS 10ug CNT  20ug CNT  50ug CNT 21
21 dias 21 dias 21 dias 21 dias 21 dias 21 dias 21 dias dias
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

Tabela 1. Distribuicdo dos animais em grupos, de acordo com a via de administragao
(intraperitoneal ou subcutanea), a injecdo recebida (PBS ou 10ug, 20ug ou 50ug da solugdo de
MWCNTSs) e o tempo de exposicao (12 horas, 24 horas, 48 horas ou 21 dias).

3.4. Avaliagao da fungao renal

Para a avaliagdo da funcgéo renal, todas as fémeas foram colocadas em gaiolas
metabdlicas durante 24 horas, para adaptacdo. Em seguida, permaneceram por mais
24 horas nas gaiolas para avaliagao do consumo de agua e ragao e coleta de urina,
previamente a avaliagao respiratoria e sacrificio. Para os grupos 1 a 4, de ambas as
vias de administragéo, as fémeas foram retiradas rapidamente das gaiolas para injegao
com PBS ou solugédo de nanotubos e retornaram imediatamente as gaiolas metabdlicas

para completar as 12 horas restantes do tempo total de avaliagao.
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3.5. Avaliagao da funcgao respiratéria

Para a avaliagdo dos parametros respiratorios, os camundongos foram colocados
em um recipiente acoplado a um sensor de fluxo do espirbmetro (ADInstruments), e
avaliados durante 3 minutos, com intervalo de 30 segundos a cada minuto e meio. O
espirdbmetro, por sua vez, estava acoplado ao amplificador BP100 (ADInstruments) e ao
sistema de digitalizacdo computadorizado de registro Power Lab/ 8 canais
(ADInstruments). A aquisicdo dos dados foi obtida por meio de software correspondente
ao sistema de registro (Lab Chart v 8.0). Ao final, foram obtidas informagdes acerca do
Volume Corrente (VC), que corresponde ao volume de ar inspirado ou expirado em
cada respiragdo normal do animal; Frequéncia Respiratéria (FR), correspondente ao
numero de ciclos respiratorios realizados involuntariamente pelo animal por minuto; e
Volume Minuto respiratério (VM), que se refere a quantidade total de ar que se
movimenta pelas vias aéreas do animal por minuto e € obtido pela multiplicacdo do
volume corrente pela frequéncia respiratéria (VC x FR) (GUYTON, HALL, 2011, p.493).

3.6. Avaliagao bioquimica

Para a avaliacdo bioquimica foi realizada a coleta sanguinea através de pungao
cardiaca. O sangue coletado foi colocado em banho maria, a temperatura de 37°C,
durante 20 minutos. Em seguida foi realizada a centrifugagdo do material, @ 3000 rpm
durante 5 minutos para a obtencao do soro. As amostras foram levadas ao Laboratério
de Patologia Animal do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia
para analise. Todas as analises foram processadas no analisador automatico Labmax
Plenno (LabTest), utilizando kits bioquimicos Gold Analisa. Os soros foram avaliados
quanto a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
transaminase (AST), creatinoquinase (CK), gama glutamil transpeptidase (GGT) e
quanto aos niveis do composto organico ureia.

A ALT é uma enzima presente principalmente no citosol dos hepatécitos, o que a
torna um indicador de dano hepatico altamente especifico. A AST também pode ser

utilizada como um indicador de funcao hepatica menos especifico, pois esta presente
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em varios outros o6rgaos, como o figado, musculos, cérebro, pancreas e pulmdes.
(BURTIS, BRUNS, 2016, p.322).

A GGT é uma enzima de membranas e € um marcador de lesdo no trato biliar
(BURTIS, BRUNS, 2016, p.324). Ja a CK é uma enzima catalisadora da fosforilagdo do
ATP, e por isso encontra-se bastante presente no tecido muscular esquelético e no
tecido cardiaco. Sua atividade sérica encontra-se elevada em casos de injuria,
inflamacgéao ou necrose dos mesmos (BURTIS, BRUNS, 2016, p.320).

A ureia é o principal produto metabdlico do catabolismo de proteinas do
organismo, e é excretada quase totalmente através dos rins. Portanto, os niveis séricos
de ureia encontram-se elevados em casos de lesdes renais (BURTIS, BRUNS, 2016,
p.320).

3.7. Avaliacao da biodistribuicao

Apds a exsanguinacdo, os pulmdes, rins, figado, coragédo, bago e cérebro dos
animais foram retirados, mergulhados em PBS e pesados, para o calculo do indice da

relacdo peso do érgao/peso corporal de cada animal.

3.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism
Version 7.00. A analise de distribuicdo normal foi feita usando o teste de Kolmogorov-
Smirnov. As comparagbes multiplas foram realizadas por meio do teste one-way
ANOVA ou do teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia

estabelecido foi de 5% (valor descritivo de P < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Sintese e Caracterizagao dos nanotubos de carbono

Apods a sintese por CVD e processo de oxidagao, foram obtidos nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizados com grupamentos carboxila com pureza
aproximada de 95%, comprimento médio de 600nm e poucos defeitos cristalinos
(Figura 7a, b). As presencas de carbono amorfo e de defeitos nas extremidades e
paredes dos nanotubos foram também caracterizadas nos espectros Raman. A
presenca de carbono amorfo residual (principalmente na amostra bruta) e os defeitos
nas extremidades e paredes dos nanotubos quimicamente processados sao
caracterizados pela alta intensidade da banda D e a presenga da banda D’ na regido
1620 cm™. A diminuicdo da intensidade relativa dessas bandas (ID/IG) na amostra
oxidada é devido a remocgao de carbono amorfo e outras impurezas provenientes do

processo de sintese (Figura 7c, d).



22

Intensity (arbitrary units)
Q

oy 0.0 . . : .
12001500 2400 2700 3000 13001 500 2400 2700 3000

Raman shift (cm-1)

Figura 7. Pureza, morfologia e qualidade estrutural dos nanotubos de carbono de paredes
multiplas antes e apés oxidagdo. a,b) Imagens de TEM ilustrando o aspecto geral das amostras de
nanotubos de carbono antes e apds os procedimentos de purificagdo e oxidagdo. As setas mostram a
criagdo de defeitos nas paredes apds a oxidagdo, onde s&o inseridos os grupamentos funcionais. As
imagens sdo representativas da amostra como um todo. c,d) Espectroscopia Raman (A = 514.5nm)
evidenciando as bandas caracteristicas de materiais grafiticos.

4.2. Funcao respiratoria

4.2.1. Via intraperitoneal

4.2.1.1. Volume Corrente

O VC dos animais foi avaliado quanto aos controles de cada grupo, apos 12, 24,
48 horas e 21 dias de exposi¢éo a injegao da solugado de nanotubos. Foi observado um
aumento geral no volume respiratério corrente dos animais tratados com 20ug e 50ug
durante as primeiras 48 horas de exposi¢cao. Para os grupos avaliados apos 21 dias, a
elevagdo do VC foi observada também para os animais tratados com 10ug de

nanotubos (Figura 8).
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Diferentemente, ao comparar os diferentes tempos de exposicdo a solucido de
MWCNTSs, de acordo com as concentragdes das mesmas, registrou-se um aumento do
VC, principalmente durante as primeiras 24 horas que se restabelece em um periodo

mais cronico pos-injegao, de 21 dias (Figura 9).
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Figura 8. Representagao grafica do volume corrente (VC) de camundongos avaliados apés 12h,
24h, 48h e 21 dias da injecao intraperitoneal com solug¢ées de 10ug, 20ug e 50ug de MWCNTSs . A)
Comparagao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apds 12 horas
de exposigdo. B) Comparagdo do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e
50ug, apds 24 horas de exposigdo. C) Comparagao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados
com 10ug, 20ug e 50ug, apds 48 horas de exposi¢gao. D) Comparagéo do grupo controle com relagao aos
grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apos 21 dias de exposigéo. (n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001).
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Figura 9. Representacado grafica do volume corrente (VC) de camundongos injetados com 10ug,
20pug e 50ug de solugdo de MWCNTSs, via intraperitoneal, apés 12h, 24h, 48h e 21 dias de
exposi¢ao. A) Comparagéo entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugdo de 10ug de
MWCNTs. B) Comparacao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugdo de 20ug de
MWCNTs. C) Comparacgéo entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugao de 50ug de
MWCNTSs. (n=4, *p<0,05, **p<0,01).
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4.2.1.2. Frequéncia respiratoria

Com relagdo a quantidade de respiragbes por minuto, apenas fémeas injetadas
com 10ug de MWCNTSs apresentaram diferencas na frequéncia respiratéria com relagéo
ao grupo controle (PBS), apds 24, 48 horas e 21 dias de tratamento (Figura 10).
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Figura 10. Representacio grafica da frequéncia respiratéria (FR) de camundongos injetados com
10pug da solucao de MWCNTS, via intraperitoneal, apés 12h, 24h, 48h e 21 dias de exposicao.

Comparacao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugédo de 10ug de MWCNTSs (n=4,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

4.2.1.3. Volume minuto

Com relagéao ao volume respiratério por minuto (VM= VC x FR), as fémeas foram
avaliadas ap6s 12, 24, 48 horas e 21 dias de exposicao a injecao de PBS ou solugao de
nanotubos em diferentes concentragdes. Assim como o VC, foi observado um aumento
geral no VM dos animais tratados com 20ug e 50ug em relagdo aos grupos controle em
todos os periodos avaliados. Para animais tratados com 10ug de nanotubos, houve

alteracdo nos grupos de 48 horas e 21 dias de exposicdo, em comparagao aos grupos
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controle (Figura 11). Percebe-se ainda que apos o maior tempo de exposi¢do ao

nanotubo, a solucdo de menor concentragcdo apresenta maior aumento no VM em

relagéo ao controle, se comparado com os grupos de 20ug e 50ug (Figura 11D).
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Figura 11. Representacao grafica do volume respiratéorio por minuto (VM) de camundongos
avaliados apds 12h, 24h, 48h e 21 dias da injegado intraperitoneal com solugdes de 10ug, 20ug e
50ug de MWCNTSs. A) Comparagao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug
e 50ug, apds 12 horas de exposicdo. B) Comparacao do grupo controle com relagao aos grupos tratados
com 10ug, 20ug e 50ug, apds 24 horas de exposi¢gao. C) Comparagéo do grupo controle com relagao aos
grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apds 48 horas de exposigdo. D) Comparagao do grupo controle
com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apds 21 dias de exposigdo. (n=4, *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Novamente, ao comparar os diferentes tempos de exposicdo a solugcdo de

MWCNTSs, de acordo com as concentragdes das mesmas, registrou-se um aumento do



27

VM principalmente durante as primeiras 24 horas pos-injecdo em todas as
concentracbes de MWCNTs analisadas. O mesmo padrao de restabelecimento foi

observado apds o periodo mais cronico da exposicao, de 21 dias (Figura 12).
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Figura 12. Representacao grafica do volume respiratério por minuto (VM) de camundongos
injetados com 10ug, 20ug e 50ug de solugao de MWCNTS, via intraperitoneal, ap6s 12h, 24h, 48h e
21 dias de exposig¢ao. A) Comparagao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugéo
de 10ug de MWCNTs. B) Comparagao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugéo
de 20ug de MWCNTs. C) Comparagao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugéo
de 50ug de MWCNTSs. (n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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4.2.2. Via subcutinea

4.2.2.1. Volume corrente

As analises do volume corrente quanto ao controle de cada grupo, apés 12, 24, 48
horas e 21 dias de exposicdo a injegcdo de solugdo de nanotubos, através da via
subcuténea, mostraram que as alteragbées do mesmo ndo foram muito perceptivas nas
primeiras horas de exposigéo. Diferentemente da via intraperitoneal, o VC dos animais
expostos durante 24 horas aos nanotubos n&o apresentou diferenga significativa em
relacdo aos animais controle (PBS). As alteragdes no volume corrente se tornaram mais
persistentes apds 21 dias de exposicdo, para todas as concentragdes inoculadas
(Figura 13).

Ao comparar os diferentes tempos de exposicdo a solucdo de MWCNTSs, de
acordo com as concentragdes das mesmas, registrou-se um aumento do VC apds 12,
48 horas e 21 dias de exposi¢ao para os animais tratados com 10ug de MWCNTs. O
aumento no VC também foi registrado apenas aos animais expostos por 48 horas a
50ug do nanomaterial. Em animais tratados com 20ug, apesar de terem sido

registradas alteracdes no VC, nenhuma delas foi significativa (Figura 14).
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Figura 13. Representagao grafica do volume corrente (VC) de camundongos avaliados apés 12h,
24h, 48h e 21 dias da inje¢ao subcutanea com solugées de 10ug, 20ug e 50ug de MWCNTSs. A)
Comparagao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apds 12 horas
de exposigdo. B) Comparagdo do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e
50ug, apds 24 horas de exposicédo. C) Comparacao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados
com 10ug, 20ug e 50ug, apds 48 horas de exposi¢cao. D) Comparacéo do grupo controle com relagao aos
grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apds 21 dias de exposigéo. (n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

****p<0,0001).
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Figura 14. Representacdo grafica do volume corrente (VC) de camundongos injetados com 10ug,
20ug e 50pg de solugao de MWCNTSs, via subcutanea, apés 12h, 24h, 48h e 21 dias de exposigao.
A) Comparacgao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugdo de 10ug de MWCNTSs.
B) Comparacao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugdo de 20ug de MWCNTSs.
C) Comparacgao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugdo de 50ug de MWCNTSs.
(n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

4.2.2.2. Frequéncia respiratoria

Quanto a quantidade de respiragdes por minuto, apenas fémeas injetadas com
20ug de MWCNTs, avaliadas 12 horas pds-injegcdo, apresentaram diminuigdes na

frequéncia respiratoria, comparando aos animais expostos por 48 horas (Figura 15).
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Figura 15. Representagao grafica da frequéncia respiratéria (FR) de camundongos injetados com
20ug de solugdao de MWCNTSs, pela via subcutanea, apos 12h, 24h, 48h e 21 dias de exposigao.
Comparacgao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugédo de 20ug de MWCNTSs (n=4,
*p<0,05, **p<0,01).

4.2.2.3. Volume minuto

Com relagéo ao volume respiratério por minuto (VM= VC x FR), as fémeas foram
avaliadas apo6s 12, 24, 48 horas e 21 dias de exposi¢ao a inje¢do subcutdnea de PBS
ou solucao de nanotubos em diferentes concentragdes (Figura 16). Foi observado um
aumento geral no VM dos animais tratados com 20ug e 50ug em relagdo aos grupos
controle, exceto para os animais expostos por 24 horas, cujo VM nao foi diferente
significativamente do grupo controle (Figura 16B). Para animais tratados com 10ug de
nanotubos, houve alteracdo somente nos grupos de 48 horas e 21 dias de exposicao,
em comparagao aos grupos controle, assim como nos animais injetados via
intraperitoneal (Figura 16C e 16D).
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Figura 16. Representacao grafica do volume respiratéorio por minuto (VM) de camundongos
avaliados ap6s 12h, 24h, 48h e 21 dias da inje¢cao subcutanea de 10ug, 20ug e 50pug de MWCNTSs.
A) Comparagéo do grupo controle com relagdo aos grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apos 12
horas de exposicdo. B) Comparacao do grupo controle com relagédo aos grupos tratados com 10ug, 20ug
e 50ug, apos 24 horas de exposicdo. C) Comparacao do grupo controle com relagdo aos grupos tratados
com 10ug, 20ug e 50ug, apds 48 horas de exposi¢gao. D) Comparagéo do grupo controle com relagao aos
grupos tratados com 10ug, 20ug e 50ug, apos 21 dias de exposigéo. (n=4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001).

Ao comparar os diferentes tempos de exposicdo a solucdo de MWCNTSs, de
acordo com as concentragdes das mesmas (Figura 17), registrou-se um aumento do
VM, principalmente nas fémeas com 48 horas pés-injecao, para as concentragdes de
20ug e 50ug MWCNTs (Figuras 17B e 17C). Os animais expostos a 10ug das
nanoparticulas nao apresentaram diferengas significativas no VM em comparagdo com
os grupos controle (PBS) (Figura 17A). Diferentemente dos animais injetados

intraperitonealmente, cuja elevagdo do VM foi mais significativa apés 24 horas de
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exposi¢ao, observou-se entdo um atraso na alteracio respiratéria quando a inoculagao

foi realizada através da via subcutanea.
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Figura 17. Representacao grafica do volume respiratéorio por minuto (VM) de camundongos
injetados com 10ug, 20ug e 50ug de solugdo de MWCNTSs, pela via subcutanea, apés 12h, 24h, 48h
e 21 dias de exposig¢ao. A) Comparacéo entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugéo
de 10ug de MWCNTs. B) Comparagéo entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugéo
de 20ug de MWCNTs. C) Comparagao entre os grupos expostos por 12h, 24h, 48h e 21 dias a solugao
de 50ug de MWCNTSs. (n=4, *p<0,05, **p<0,01).
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4.3. Avaliagao urinaria

Para a avaliagdo da funcdo renal foi realizada a dosagem do volume de urina de
cada grupo apos 24 horas de permanéncia em gaiola metabdlica, com oferta controlada
de comida e agua. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos
controle e de 10ug, 20ug e 50ug da solugao de nanotubos quanto a quantidade de urina
recolhida, tanto em fémeas tratadas pela via intraperitoneal quanto pela via subcutanea.
Também néo foram registradas diferencas significativas entre a quantidade de urina
recolhida dos animais avaliados apos 12, 24 e 48 horas ou 21 dias, para ambas as vias
de administracdo. Da mesma forma, ndo houveram diferengas estatisticas na

quantidade de agua ou comida consumidos entre nenhum dos grupos.

4.4. Avaliacao bioquimica

Os animais tratados com injegdes tanto através da via intraperitoneal quanto pela
via subcutanea ndo apresentaram diferencas significativas em nenhum dos parédmetros
bioquimicos considerados, mesmo quando avaliados em relacdo aos respectivos
controles, as diferentes concentragdes de solucdo de MWCNTs ou aos diferentes

tempos de exposi¢cao pds-injegao.

4.5. Indice

4.5.1. Via intraperitoneal

Apods o calculo do indice, ou relacdo peso do 6rgao/peso corporal, foi possivel
observar apenas uma pequena diferenca de tamanho no bago de camundongos
injetados com 10ug de nanotubos, comparando os animais sacrificados 21 dias apés a

injecdo com animais expostos por 12 horas (Figura 18).
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Figura 18. Representagao grafica do indice esplénico de animais injetados com 10ug de MWCNTSs,
através da via intraperitoneal. Relagcdo peso do bago/ peso corporal em animais sacrificados ap6s 12h,
24h, 48h e 21 dias da injegéo de 10ug de nanotubos (n=4, *p<0,05).

4.5.2. Via subcutanea

Os animais tratados com inje¢des tanto através da via intraperitoneal quanto pela
via subcutdnea ndo apresentaram diferencas significativas quanto ao indice de peso
orgao/peso corporal, mesmo quando avaliados em relagdo aos respectivos controles,
as diferentes concentracées de solugdo de MWCNTs ou aos diferentes tempos de

exposig¢ao pds-injecao.
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5. DISCUSSAO

Os beneficios da nanomedicina sdo bastante promissores e mundialmente
reconhecidos. No entanto, os estudos de toxicidade acerca de nanoparticulas, mais
precisamente com relagdo aos nanotubos de carbono, ainda sao bastante divergentes.

Quando nos referimos a toxicidade de nanotubos, um dos oOrgédos mais
conhecidamente afetados de forma toxica s&o os pulmdes. O tecido pulmonar € mais
susceptivel as nanoparticulas, que podem provocar diversos efeitos colaterais como
alveolite, formagao de granulomas e fibrose (POLAND et al., 2008; KAYAT et al., 2011).
No presente estudo, a funcdo respiratéria de camundongos nanoinjetados com
MWCNTSs foi avaliada pelo método de espirometria. Observou-se um aumento geral do
volume corrente (VC) e volume minuto (VM) apds a injecdo do nanotubo para ambas as
vias de administragao.

O aumento no volume pulmonar corrente pode ocorrer através, principalmente, de
dois mecanismos diferentes. Os nanotubos poderiam ser internalizados no tecido
pulmonar e se acumularem na regiao, causando danos a parede alveolar. Dessa forma,
as lesdes causariam o recrutamento e ativagao de fagdcitos, levando a inflamacéao.
Haveria também a produgdo exagerada de colageno, resultando em processo fibrotico.
As células fagociticas uma vez acionadas, atuariam com o objetivo de conter a
inflamacao e o acumulo nocivo dos nanotubos, acarretando a liberacdo de citocinas
anti-inflamatérias durante o processo de reparagao. As células fagociticas também
poderiam nao ser capazes de resolver a inflamagdo e a exposi¢cao continua poderia
resultar, eventualmente, em genotoxicidade e formacéo de mesotelioma (MULLER et
al., 2005; JAIN et al., 2007; KAYAT et al., 2011). De qualquer forma, o aumento do
volume corrente ocorreria como uma forma de compensacgao para a diminuicao da
funcdo pulmonar.

Outro mecanismo possivelmente responsavel pela alteragdo no VC seria o
aumento do metabolismo mitocondrial. Os nanotubos injetados poderiam afetar o
organismo dos animais de forma mais sistémica, atingindo outros 6rgaos além dos
pulmdes. Ao serem internalizados nas células, atuariam nas mitocéndrias provocando

uma maior producdo de ROS e um desequilibrio no sistema de defesa antioxidante.
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Como resultado temos um processo de estresse oxidativo (LANONE, BOCZKOWSKI,
2006; JAIN et al., 2007; KAYAT et al., 2011; GHANBARI et al., 2017). Sendo assim, o
aumento do volume corrente registrado nesse estudo pode ser resultante do aumento
do metabolismo mitocondrial que ocorre durante esse processo de estresse oxidativo,
ou até mesmo devido a um maior gasto energético na producdo de barreiras
antioxidantes como mecanismo de defesa da célula. O aumento geral do metabolismo
celular corporal causaria também um aumento na respiragéo celular, que seria refletido
na respiragao pulmonar.

No entanto, como o aumento de ambos, o volume corrente e o volume minuto,
ocorreu de forma mais significativa nas primeiras horas pos-exposicdo e mostrou um
padrao de restabelecimento apds o periodo mais crénico de exposigao, de 21 dias,
houve mais provavelmente uma elevagao no metabolismo mitocondrial, uma vez que os
efeitos dos CNTs na organela sdo mais rapidos que os efeitos pulmonares e também
possuem resolugdo mais simples e acelerada (MULLER et al., 2005; LANONE,
BOCZKOWSKI, 2006; JAIN et al., 2007; KAYAT et al., 2011; GHANBARI et al., 2017).
No caso de haverem danos ao tecido pulmonar, a espirometria acusaria uma
estabilidade do aumento no VC e VM mesmo apdés 21 dias de exposicdo as
nanoinjegdes, o que nao foi observado. Além disso, o indice pulmonar ndo apresentou
diferengas nos grupos tratados com o nanotubo, o que ratifica a auséncia de lesdes
pulmonares.

Foram também observadas diferencas entre os VC e VM avaliados apods
administragdo intraperitoneal e subcutadnea. A maior elevacéo registrada em fémeas
tratadas intraperionealmente ocorreu apds 24 horas de exposicdo, enquanto nos
animais injetados através da via subcutanea houve um atraso nessa elevagao, que
ocorreu apos 48 horas de exposicdo ao nanotubo. A administragdo subcutanea de
substancias possui como caracteristica uma absor¢ado mais lenta em contraste as vias
parenterais, como a via intraperitoneal, que sdao mais acessiveis a circulacdo no
organismo (TURNER et al.,, 2011). Dessa forma, o atraso para a alteragdo na
espirometria é justificado pela liberacdo mais lenta do CNT para a circulagdo em
camundongos injetados subcutdneamente, e percebemos uma elevagao mais tardia no

VC desses animais.
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Analogamente, ao observarmos os tempos de exposicdo em relagdo aos animais
controle na via subcutanea percebe-se que ha um leve aumento no VC e VM durante
as primeiras 12 horas e quase nao ha diferenga do controle apds 24 horas, ao contrario
da via intraperitoneal, cujo aumento nos volumes ocorre ja nas primeiras 12 horas de
forma mais acentuada. Possivelmente, apdés uma pequena liberacdo do CNT na
circulagdo, como no caso da via subcutédnea, o metabolismo do animal ainda n&o se
encontra alterado a ponto de ativar mecanismos de compensacao eficientes que
causariam elevacgao consideravel no VC. Além disso, registrou-se uma leve diminuigao
na frequéncia respiratoria apenas em animais tratados com 20ug de MWCNTs apos 12
horas de exposi¢cdo, o que pode ter colaborado para o leve aumento registrado no VC
durante essas primeiras horas, apenas como um mecanismo de compensagao da
frequéncia.

A liberagéo prolongada do CNT através dessa via explica também o fato de o VC
ainda se encontrar elevado apds 21 dias, apesar de ja ndo representar uma diferencga
estatisticamente significativa. Isso mostra que, para tal via, o organismo demora um
pouco mais para restabelecer a respiragao.

Apos atingirem a circulagado, os MWCNTSs s&o direcionados principalmente para o
figado, baco e pulmdes, e sdo excretados pelos rins. Diversos artigos demonstraram
que uma vez no figado, MWCNTs sao aprisionados pelo sistema reticuloendotelial
hepatico, mais precisamente nas células de Kupffer (DENG et al., 2007; QU et al., 2009;
LIANG et al., 2010; TANG et al., 2012; YANG et al., 2012; RAWAT et al., 2016). Essas
células sdao macrofagos hepaticos, responsaveis pela fagocitose de patdégenos ou
substancias nocivas ao organismo, formando um sistema de filtracdo de particulas
bastante eficaz (GUYTON, HALL, 2011, p.373). Quando ocorrem danos ao tecido
hepatico, ha o aumento de enzimas hepaticas no soro do animal, incluindo as enzimas
ALT, AST e GGT (JI et al., 2009; ARAGON, YOUNOSSI, 2010; RAWAT et al., 2016). A
ALT é uma enzima presente principalmente no citosol dos hepatécitos, o que a torna
um indicador de dano hepatico mais especifico. Ja a AST esta presente em varios
orgaos, como o figado, musculos, cérebro, pancreas e pulmdes. No entanto, a grande
maioria desta enzima esta localizada nas mitocdndrias dos hepatdcitos. Quando

ocorrem danos dos nanotubos as mitocéndrias hepaticas, o aumento nos niveis de AST
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ultrapassam os de ALT (JI et al., 2009; ARAGON, YOUNOSSI, 2010; BURTIS, BRUNS,
2016, p.322). No nosso trabaho, ndo foram registradas diferengcas na concentragéo
sérica dessas enzimas em nenhum dos grupos analisados em ambas as vias de
administragcdo, o que indica que, mesmo com o possivel aumento do metabolismo
mitocondrial, ndo houve dano ou toxicidade a organela dos hepatdcitos ou ao tecido
hepatico em geral. Ja a GGT € uma enzima de membranas e € um marcador de les&o
no trato biliar (ARAGON, YOUNOSSI, 2010; BURTIS, BRUNS, 2016, p.324). Como
também n&o houveram alteragdes nos niveis séricos da mesma, podemos concluir que
os MWCNTSs utilizados pelo nosso grupo ndo causaram obstrugdes nas vias biliares
intra- ou extra-hepaticas. Os resultados do indice hepatico do peso do érgéo/peso
corporal corroboram as analises bioquimicas, pois ndao foram encontradas diferengas
significativas no tamanho do figado dos animais nanoinjetados.

A CK é uma enzima catalisadora da fosforilacdo do ATP, e por isso encontra-se
bastante presente no tecido muscular esquelético e no tecido cardiaco. Sua atividade
sérica encontra-se elevada em casos de injuria, inflamagdo ou necrose dos mesmos
(BURTIS, BRUNS, 2016, p.320). Os niveis de CK estudados nao sofreram alteracbes
apo6s as nanoinjegcdes em ambas as vias de administragdo. Esse resultado mostra que
o nanotubo utilizado ndo apresenta cardiotoxicidade, o que também ¢é observado pelo
indice cardiaco, ja que nédo foram detectadas alteragdes no tamanho do coragdo dos
camundongos tratados com os MWCNTs. Além disso, esse indicador nos mostra que
nao houve dano muscular causado pelo mesmo.

Com relacao ao ultimo indicador bioquimico utilizado, a ureia é o principal produto
metabdlico do catabolismo de proteinas do organismo e € excretada quase totalmente
através dos rins. Portanto, os niveis séricos de ureia encontram-se elevados em casos
de lesdes renais (BURTIS, BRUNS, 2016, p.369). Em nosso estudo nao foram notadas
alteracdes nas concentracdes séricas de ureia, bem como no indice renal dos animais
avaliados. Também nao foi observada diferenga na quantidade de urina coletada entre
nenhum dos grupos, apdés 24 horas de permanéncia nas gaiolas metabdlicas. Os
MWCNTSs sao excretados em sua maioria pelos rins, portanto ha grande probabilidade
de acumulagdo nesses 6rgaos (DENG et al., 2007; YANG et al., 2008; YANG et al.,
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2012; RAWAT et al.,, 2016). No entanto, nossos resultados confirmam que n&o
houveram altera¢des na fungéo renal apds a nanoinjegao.

Além do figado, pulmdes e rins, outro 6rgao geralmente bastante afetado pelos
CNTs é o bago (DENG et al., 2007; YANG et al., 2008; LIANG et al., 2010; TANG et al.,
2012). De todos os indices avaliados, o unico grupo que apresentou diferengcas com
relacéo ao controle foi o do bago de animais injetados com 10pg de MWCNTSs, apdés 21
dias de exposicdo. Alteragdes no indice esplénico podem significar que houveram
lesdes no 6rgao, ou a inducao de resposta imunoldgica pelas nanoparticulas.

Um fator muito importante para a indugao de resposta imunoldgica ou toxicidade &
a estabilidade da suspensdo de CNT. Em menores concentragdes, a amostra utilizada
apresentou uma tendéncia a agregacao, devido a seu alto peso molecular e a intensas
forcas intertubulares, como forcas de van der Waals ou forgas eletrostaticas
(TAGMATARCHIS, PRATO, 2004; SMART et al., 2006). A aglomeracao de particulas
de MWCNT funcionalizados com COOH mostrou-se capaz de induzir inflamacao
anteriormente (QU et al., 2009). Portanto, acreditamos que a tendéncia de aglomeragéao
dos nanotubos na menor concentragao utilizada, causou uma reagao imunoldgica de
forma relativamente mais cronica que o restante dos efeitos do nanotubo nos animais.
Da mesma forma, alteragbes na FR, VC e VM de animais das vias intraperitoneal e
subcuténea apresentam um padréo mais crénico na concentragado de 10ug do que nas
de 20ug e 50ug. Possivelmente, houve o aprisionamento dos aglomerados de
nanotubos no sistema reticuloendotelial do bago, e uma consequente inflamagao, que
acarretou alteragdes mais prolongadas nesses animais. Mesmo assim, a presencga de
aglomerados ndo causaram efeitos toxicos em outros érgédos, de acordo com as
analises bioquimicas e com os diferentes indices realizados.

Por fim, o indice cerebral obtido foi inalterado. Sendo assim, o MWCNT foi
provavelmente incapaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica e exercer efeitos
nocivos ao sistema nervoso. A preocupagdo com a ultrapassagem da barreira é
bastante importante para inalagdo de CNTs, mas pouco provavel quando administrado
pelas vias abordadas, apesar de ja ter sido documentada (MADANI et al., 2013; KAFA
et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, procuramos esclarecer aspectos relacionados a
biodistribuicdo de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs)
funcionalizados com carboxilas (COOH) e ao seu efeito toxico sistémico in vivo.

Todos os animais sobreviveram a injecdo de nanotubos e ndo apresentaram
diferengas quanto a quantidade de comida ou agua consumidos, ou perda de peso. A
espirometria indicou um aumento geral agudo do volume corrente apos as
nanoinjecdes, que se restabeleceu apods 21 dias da exposi¢do. Esse aumento ocorreu
de forma mais rapida para animais injetados intraperitonealmente do que pela via
subcutanea, o0 que mostra maior rapidez para o nanotubo alcancar a corrente
sanguinea através dessa via. Nao foram registradas diferengas nos indicadores
bioquimicos, enquanto o indice acusou uma diminui¢ao apenas no tamanho do bago na
concentracédo de 10ug apdés 21 dias, podendo significar uma inflamagéao tardia devido a
aglomeracéao das nanoparticulas.

A elevacado do volume corrente foi compativel com o aumento no metabolismo
mitocondrial, caracteristico para nanotubos de carbono. Ainda assim, esse aumento
aparentemente ndo causou toxicidade no figado, rins, pulmdes, coragéo ou cérebro.

Tomados em conjunto, nossos resultados mostram que os nanotubos de carbono
de paredes multiplas utilizados neste estudo possuem boa biocompatibilidade e baixa
toxicidade in vivo. Dessa forma, o uso dessas nanoparticulas quando adequadamente
sintetizas, purificadas e funcionalizadas, revela-se compensador considerando-se sua
importante capacidade carreadora de drogas ou antigenos, uma vez que nao apresenta

padrées cumulativos e nao aparenta afetar fungdes vitais do animal em longo prazo.
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