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Resumo - Os nanotubos de carbono (NTC) tém atraido consideravel atencao
para varios tipos de aplicagdes, principalmente na area biomédica. Evidéncias
toxicologicas, entretanto, sdo necessarias a fim de se prevenir 0s riscos a saude
ocupacional e garantir a aplicacao segura dos NTCs no campo da biomedicina. O
objetivo deste trabalho foi desenhar um estudo piloto para avaliar a resposta
inflamatéria tecidual e sistémica a exposicdo aos nanotubos de carbono NT1
(MWCNT) desenvolvidos na Unicamp, em camundongos por meio da avaliagao
da potencial atividade genotdxica-mutagénica, bem como, pela resposta tecidual
local.Os resultados mostraram que o NT1apresentou atividade mutagénica em
linfécitos periféricos e foi capaz de causar uma intensa resposta inflamatoéria local
com infiltrado rico em macréfagos CD68+ e CD163+, corroborando com achados
anteriores da literatura para outros nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT).

Palavras-chave: Nanotubo de Carbono, Nanotoxicologia, Injecdo Subcutanea de
MWCNT, Mutagenicidade e Genotoxicidade.

Abstract - Carbon nanotubes have attracted considerable attention for various
applications, especially in the biomedical area. Toxicological evidence, however,
are necessary in order to prevent risks to occupational health and ensure safe
application of CNT in biomedicine. The objective of this work was to design a pilot
study to evaluate the inflammatory response and systemic exposure to carbon
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nanotubes NT1 (MWCNT) developed on Unicamp, in mice by potential activity of
mutagenic and genotoxic evaluation, as well as by local tissue response. The
results showed that the NT1 showed mutagenic activity in peripheral lymphocytes
and was able to cause an intense local inflammatory response infiltrate rich in
macrophages and CD68 + CD163 +, corroborating previous findings from the
literature for other Multi Walled Carbon Nanotube (MWCNT).

Keywords: Carbon nanotube, nanotoxicology, subcutaneous Injection MWCNT,
mutagenicity and genotoxicity.

1. Introducao

Os NTC podem ser descritos como redes hexagonais laminadas de
carbono que sdo seladas por moléculas de fluoreno. As dimensdes destas
estruturas tubulares tém intervalo de 0,4 a 2 nm de diametro para nanotubos de
parede Unica, e de 2 a 100 nm para nanotubos de multiplas paredes.

A possibilidade de combinar a notavel especificidade e o processamento
paralelo de biomoléculas com a cavidade oca, o tamanho e as propriedades
elétricas de NTC (figura 1), tem atraido consideravel atencao para varios tipos de
aplicacoes, que vao desde a criacdo de novos tipos de biosensores (CHEN et al.,
2003) até a fabricacao de drogas ou dispositivos de aplicacdo de vacinas (“drug
delivery”) (GEORGAKILAS et al., 2002; PANTAROTTO et al.,, 2003a, b, 2004;
WONG SHI KAM et al., 2004).

Figura 1 -Estrutura do Nanotubo de carbono de parede mdltipla e simples
Fonte:http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422009000700033&script=sci_arttext

Existem trés tipos principais de NTC, os de parede simples (SWNTs)
(figura 2a), os de paredes duplas (DWNTs) (figura 2b) e os de paredes multiplas
(MWNTSs) (figura 2c). Os NTC podem ser sintetizados usando os métodos de
arco-descarga (AJAYAN et al., 1993), e deposicao a partir de CVD (DAI et al.,
1996) e ablacao de laser (GUO et al., 1995).Em aplicacées biomédicas, os NTC
sao vastamente explorados (LIU e WEBSTER,2007).
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Figura 2 -Nanotubos de carbono: (a) DWNT, (b) SWNT, (c) MWNT
Fonte: [[JIMA, 1991

Estudos toxicol6gicos sugerem que as mesmas propriedades que tornam
0s nanomateriais tao atrativos do ponto de vista fisicoquimico, podem também ser
responsaveis por alteracées nocivas ao organismo (PASCHOALINO et al., 2010).
Pode-se ter como exemplo, a capacidade de aglomeracao/disperséo que facilita a
translocacado das nanoparticulas pelos compartimentos ambientais e causar, de
forma cumulativa, danos a cadeia alimentar. Devido ao tamanho de sua estrutura,
os nanotubos de carbono, podem ter permeabilidade maior através da pele,
mucosa e membranas celulares, além de ter seu efeito toxico aumentado, ja que
o grande numero de atomos na superficie da particula promove uma reatividade
superior (NEL et al., 2006).

O micronacleo (MN) é o resultado da perda de fragmento(s)
cromossémico(s) ou de cromossomo(s) inteiro(s), podendo ser induzido por
agentes que danificam diretamente o cromossomo, produzindo quebras, ou por
agentes que afetam o fuso mitético. Os fragmentos ou cromossomos inteiros que
nao se orientam para os nucleos filhos de uma célula em divisdo, que ficam
perdidos no citoplasma e formam a prépria membrana nuclear, originando os MN.
Assim, a presenca MN em células somaticas € indicativa de quebras
cromossémicas (clastogénese) e/ou de disturbios do fuso mitético (aneugénese)
(NATARAJAN, 2002).Estudos recentes comprovam que o MWOCNT, quando
avaliado seu potencial genotéxico em sistemas de teste de mamiferos, pode
causar respostas genotodxicas tais como aberragcdes cromossdmicas e rupturas de
cadeia de DNA em experimentos utilizando Allium cepa, linfécitos humanos,
células de camundongos e de medula éssea. (GHOSH et al., 2010).

Diante da crescente evidéncia de trabalhos, cujo mecanismo envolvem
interacdo de nanoparticulas-DNA, surge a Nanotoxicologia, voltada para o estudo
dos efeitos toxicos das NPs sobre a estabilidade e integridade genémica. Logo, a
nanotoxicologia, surgiu com o objetivo de avaliar os riscos associados aos
nanomateriais, explorando as vias de entrada de nanoparticulas e estudar os
mecanismos moleculares de toxicidade das mesmas(OBERDORSTER et
al.;2005).
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2. Metodologia

2.1 Nanotubos de carbono:

Foram fabricadas no laboratério de Nanoengenharia e Diamante
(NanoEng) do Depto. de Semicondutores, Instrumentos e Foténica da Faculdade
de Engenharia Elétrica e Computacédo da UNICAMP.

2.2 Animais:

O estudo foi realizado em grupos de 3 camundongos fémeas Swiss albinos
de 6-8 semanas, obtidos do centro de biotério da UNICAMP. Os animais foram
mantidos em condicoes livres de patdgenos em micro isoladores no biotério do
Laboratério de Cultura Celular e Nanotecnologia da FATEC-SO. Alimento e agua
foram oferecidos ad libitium. A dose testada foi de 100 ug de NTC dissolvidos em
100uL de tampao fosfato-salina (PBS) ou metrotexato, injetados
subcutaneamente no dorso do animal, ou e.v., através do plexo ocular. O tempo
de avaliacdo foi de 72 h apds injecao, quando os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Por ocasidao do sacrificio os animais tiveram o tecido
subcutaneo do local da injecao ressecado e os linfonodos axilares retirados.

2.3 Pesquisa de Micronucleo (MN):

A medula éssea foi coletada em RPMI 1640 (Sigma Chem, MO, USA)
enriquecido de 5% de soro bovino fetal (Microbiolégica — RJ). Centrifugou-se a
suspensao celular por 5 minutos a 2000 rpm descartando-se, depois, 0
sobrenadante. Ofoi corado com Giemsa. A contagem de MN foi realizada em
microscopio dptico comum, aumento de 400X.

2.4 Coleta de sangue periférico e confeccao de laminas:

A coleta do sangue foi realizada dentro das normas de ética para
manipulacdo dos animais de experimentacdo da Unicamp e a execucado foi
realizada por profissional habilitado, obedecendo todos os critérios para evitar
riscos de contaminacdo. As laminas utilizadas para esfregagco de sangue
periférico foram coradas com Leishman. O sangue periférico dos camundongos
foilevados ao laboratério, onde se executou a analise de RDW, num citdmetro de
fluxo, Sysmex KX-21N.

2.6 Processamento do Tecido:

Ap6s a coleta, o material do dorso foi imediatamente colocado
emparaformaldeido 4%, por 18 h em geladeira. Apdés lavagens as pecas foram
desidratadas, diafanizadas e incluidas em Parafina.Foram feitos cortes de 4--5um,
em laminas silanizadas. Para todos os cortes foi realizada a coloracao de H&E

2.7 Técnicalmunohistoquimica:

Apoés procedimento de desparafinizacdo as laminas foram reidratadas em
xilois e éalcoois de concentracdes decrescentes. A Recuperacao Antigénica foi
realizada em tampao citrato10mMph 6.0 em panela a vapor, por 30 minutos. O
Bloqueio da Peroxidase Enddgena foi em solucdo de H202 3% em Metanol ou
H,Od (2x10 min). Foi realizado o bloqueio dos Sitios Inespecificos com leite
Molico Calcio 3% por 30 minutos em temperatura ambiente. Os anticorpos
primarios (CD68-DakolS613, 1:50 e Cd163-Serotec333602, 1:80) descritos foram
diluidos em PBS-BSA 1%. Cada corte recebeu 50ul de anticorpo primario e foi
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mantido a 4°C em camara Umida durante 16-18 horas. Apds incubagdo com
anticorpos primarios, as laminas foram reincubadas em camara umida com 50pl
do anticorpo secundario (KIT Envision DAKO) por 30 min a 37°C. O cromégeno
usado foi a diaminobenzidina (DAB KIT K348 DAKO)por 5 a 8 segundos. A
contracoloracao foi realizada pela imersao em Hematoxilina de Erlich por 1 min.

3. Resultados e Discussao

Toxicidade Sistémica

Experimentos utilizando contagem de MN em linfécitos de camundongos
sao utilizados devido a sua confiabilidade e principalmente, pela facilidade de
obtencéao dos resultados.

Alguns autores utilizam essa metodologia para testar varios tipos de
substancias, porém, mesmo os trabalhos que nédo incluem os NTC, como por
exemplo, onde se avaliou a efeito da Curcumina sobre linfécitoshumanos, pelo
Teste doMN(FIDALGO, 2007). Nesse trabalho o autor utiliza a técnica de
contagem de MN para comprovar que a curcumina nao causa efeito mutagénico
nos linfécitos. Outros trabalhos utilizando NTC, demonstram que efeitos téxicos
podem sim, causar algum tipo de toxicidade ou genotoxicidade, como é o caso do
trabalho de NYGAAD et al, 2009, onde se comprova que MWCNT e de SWCNT,
uma vez expostos no organismo de camundongos sao capazes de promover
resposta alérgica, com liberacao de citocinas inflamatoérias.

A nanotecnologia € uma matéria global e interdisciplinar que tem um
extraordinario potencial transformador por aprimorar produtos existentes e/ou
desenvolver novos. Seus beneficios tém sido discutidos a luz da seguranca do
seu uso. Este estudo foi desenhado visando o possivel emprego do NTI1,
desenvolvido na Unicamp como ferramenta para “drugdelivery”. O NT1, que foi o
NTC em estudo pelo nosso grupo, nao apresentou mutagenicidade, pela
exposi¢cdo aguda, no modelo avaliado e também nao foram observados efeitos
nas células hematopéticas da medula éssea, porém a avaliacao foi realizada apés
curto periodo de exposicao. Mesmo no caso do Methotrexato (MTX), apesar das
alteracées a nivel de DNA, ndo foram acompanhadas por correspondente
alteragbes nos valores de RDW. Este indice fornece a expressdo numérica da
variacdo no tamanho das células vermelhas, ou seja, anisocitose, hemacias de
tamanhos variados, provavelmente uma consequéncia de deficiéncias associadas
ou de fornecimento intermitente na medula 6ssea dos elementos necessarios
para a formacao da hemoglobina e para as divisdes celulares. (NASCIMENTO e
FERREIRA, 2003)..

Os resultados podem ser observados nas tabelas 1 eFigura 2e Tabela 2a
seguir:
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Tabela 1 -indice de Mn nos linfécitos periféricos € MO

Producdo de Mns em camundongos tratados com NT1 e MTX
Sp cont. negativo SpNT1 Sp MTX
Ldmina 1 & 1 28
Lamina 2 5 12 64
Lamina 3 il 10 39
Média 5,6 7,6 43,6
DpP 0,57 5,85 18,44
MO cont. negativo| MO NT1 MO MTX
Ladmina 1 0 3 i}
Ldmina 2 0 1 0
Ladmina 3 0 3 0
Méedia 0 2,3 0
DP 0 1,15 0
indice de MN emLinfocitos periféricos indice de MN na Medula Ossea
Bl 4

a.

b.

&

Figura 1 -indices de Microntcleos: em a. linfocitos periféricos, *=p<0,05, e em b.medula éssea.

Tabela 2 -Resultado do RDW do sangue periférico dos camundongos

Sp Cont. negativo | RDW 5D | RDW CV
Ldmina 1 (-) 28,6 fL| 12,80%
Ldmina 2 (-)27,1fL| 11,40%
Ldmina 3 (-) 28,7 fL| 15,80%
MEDIA {-)28,1fL| 13,30%
Sp NT1 RDW SD|RDW CV

L Ldmina 1 {-) 28,7 fL| 12,60%
Ldmina 2 (-) 28,6 fL| 13,80%
Ldmina 3 {-) 27,6 fL| 11,90%
MEDIA {-) 28,3 fL| 12,70%
Sp MTX RDW SD|RDW CV
Ldmina 1 (-) 28,0 fL| 12,60%
Ldmina 2 (-)27,5fL| 12,50%
Ldmina 3 (-)27.8fL| 12,00%
MEDIA {-)27,7fL| 12,30%
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Os resultados mostraram que MWOCNT poderiam causar aberracoes
cromossbémicas, fragmentacdo do DNA e apoptose em células de raiz de Allium
cepa que pode ser correlacionado com a internalizacdo de MWCNT nas células
da planta. Em linfécitos humanos resposta genotéxica significativa foi observada
na concentracdo de 2ug / ml. (GHOSH et al.,, 2010). Concentracbes mais
elevadas provocaram a diminuicdo dos valores de DNA que podem ser devidos a
formacao de ligagbes cruzadas. Efeitos genotdoxicosforam mostrados por MN
frequentes em experimentos com células de medula éssea de camundongo. Com
base nos resultados do estudo, o MWCNT pode ter um impacto significativo sobre
as atividades genbémicas dessas células (GHOSH et al., 2010).

O presente trabalho avaliou o NT1, injetado sistemicamente no organismo
de camundongos e como controle positivo de referéncia, foi utilizado o
Metotrexato.

O MTX (4-NH2-10-CH3- acido félico; MTX) é um farmaco classificado como
antagonista do acido félico (ou folato), pertencente a classe de antimetabdlicos.

Além disso, o MTX tem sido largamente empregado como um agente
antiinflamatério e imunossupressor na terapia ou artrite reumatoéide, psoriase e
lupuseriematoso sistémico. (WALLACE e SHERRY, 1995)

Com base no mecanismo de acao e toxicidade do MTX por meio de
deplecdo de folato, estudos tém sido realizados com suplementacao diaria de
folato, bem como administracdo de acido folinico ap6s o metotrexato, com
diminuicdo dos efeitos colaterais, sem perda de eficacia. (WALLACE e SHERRY,
1995)

Resposta Local do Tecido Subcutaneo

Os resultados aqui apresentados mostraram que o NT1 migrou para o
tecido conjuntivo, abaixo do tecido muscular conforme se observa da figura 2a e
b. Nota-se também (figura 3) que o NT1 induziu infiltrado celular rico em
macréfagos identificados pelos marcadores CD68+ e CD163+ (Figura 4)pela
técnica de imunoperoxidase. A andlise das imagens mostrou ainda, que as fibras
musculares apresentaram aspecto morfoldgico irregular com edema.

A reagdo imunohistoquimica foi realizada para identificar a infiltracdo de
células fagocitarias no local de aglomeracdo do NT1. O CD68 é uma proteina
fortemente expressa nos granulos citoplasmaticos, e na superficie de macréfagos,
mondécitos, neutréfilos, basoéfilos e células natural killer (NK). Além disso, o CD68
€ expresso por cerca de 40% de células B de sangue periférico. Os CD68
também podem ser encontrados inespecificamente em glomérulos e tubulos
renais. Ao contrario de muitos antigenos, a molécula de CD68 é antigenicamente
muito heterogénea, e diferentes anticorpos para CD68 mostram diferentes
reatividades celular no citoplasma de tecidos ndo hematopoiéticos (FALINI et al.,
1989). O anticorpo DaKo aqui empregado, clone ED1, tem especificidade para
macréfagos residentes.

A proteina identificada pelo CD163 é uma molécula de 134 KD, sendo
expressa primeiramente em macrofagos, células Kupffer, mondcitos,
subconjuntos de células dendridicas, e um subconjunto de células
hematopoiéticas progenitoras. A proteina de membrana CD163 pode ser clivada
por metaloproteinases (MMP), resultando na forma soltvel. O nivel sérico elevado
de proteina CD163 tem sido implicada em muitos tipos de doencas inflamatérias.
O anticorpo Serotec aqui empregado corresponde ao clone ED2, que caracteriza
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uma subpopulagdao de macréfagos migrantes ao local da injuria tecidual (BARBE,
et al 1990).

2a 2b

Figura 2a - Corte transversal do tecido subcutaneo, mostrando as fibras musculares e as
nanoparticulas no tecido conjuntivo subjacente (setas). Em a observa-se edema entra as fibras
musculares (cabecga de seta) , aumento 200X e em 2b, aumento de 400X.

Figura 3 Figura 4

Figura 3 -Corte transversal do tecido subcutdaneo mostrando infiltrado inflamatério rico em
macrofagos CD68+ entre as fibras musculares (cabeca de seta) préximas e entre os NT1 (setas).
Aumento 400X.

Figura 4 -Corte transversal do tecido subcutdneo mostrando infiltrado inflamatério rico em
macro6fagos CD163+ entre as fibras musculares proximas e entre os NT1s. Aumento 400X.

A exposicao via subcutanea as nanoparticulas por instilacao intratraqueal
ou por inalagdo, mostrou o potencial destas espécies em induzir uma resposta
inflamatéria aguda no pulm&o, com liberagdo de substancias pro-inflamatérias.
Estes modelos fornecem um embasamento para avaliar os efeitos dos NTC em
relagdo ao desenvolvimento de respostas imunes (NYGAARDet al, 2009;
SHVEDOVA et al, 2008;. STERNE MCNEIL, 2008).

Os MWCNTs podem induzir a ativacdo do complemento e a producgéao de
citocinas pré-inflamatérias, apés a injecdo em camundongos, e 0s niveis de
complemento e citocinas voltam aos niveis normais ao longo do tempo, neste
caso, quando o modelo foi a inje¢cdo subcutanea de MWCNTSs. De tal modo que,
no local onde houve a administracdo subcutanea de MWCNTs houve indugéo de
reagcoes imunoldgicas de curto prazo, as quais puderam ser eliminadas com o
tempo (MENGet al., 2010).

Alguns estudos avaliaram outras nanoparticulas, como as de diéxido de
titdnio, (TiO2) sua distribuicao nos tecidos e seus efeitos histopatolégicos apés a
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administracao subcutdnea em camundongos . Foram injetados por dois dias
consecutivos e examinados por 1 e 3 dias, e 2, 4, 12 e 26 semanas apos a ultima
injecdo.Quando examinados, os aglomerados das nanoparticulas foram
observados principalmente nos 6rgaos, como: pulmao, bago e figado, os quais
apresentaram resposta do tipo reacdo de corpo estranho no local de injecao e o
aparecimento de um aumento no numero de macréfagos no pulméao e no figado,
no entanto, ndo houve evidéncia histopatoléogica de danos nos tecidos
observados. (UMBREITA, et al.,2012).

O tempo de exposicao também é um fator a ser considerado, ja que neste
trabalho fizemos um Unico tempo, de 72hs de exposicao, enquanto a literatura
mostra a influéncia destes tempos, ja que um parametro importante em qualquer
ensaio de in vitro ou in vivo é a duracao da exposicao, o que normalmente nao
excede 24 horas para 0os compostos quimicos, devido a sua capacidade de se
difundir em células e da duracdo da sua meia-vida. (DOAK et al. 2009). No
entanto, a absor¢do e movimentacdo de nanomateriais através da célula sao
susceptiveis de ser mais lentos do que difusdo quimica e, assim, os periodos de
exposicdo mais longos podem ser necessarios para efeitos tais se
desenvolverem. Até o momento, ndo ha tempos de exposi¢cdo maiores que 24 h,
com excecao de uma investigacdo em nanoparticulas de cobalto, cuja captagéao,
em 48 h, foi o dobro da verificada em 24 h, (COLOGNATO, et al.,2008) e, em
apoio a esta observacao, também foi observado maior captacdo com o maior
tempo para o USPION revestido de dextran (DOAK et al. 2009)

Em relacdo ao tempo de exposicédo, o destino de nanomateriais em longo
prazo, uma vez no interior das células é outro fator atualmente desconhecido,
sendo de importancia significativa porque o nanomaterial propriamente, ndo pode
representar um risco genotéxico, mas ao longo do tempo, pode quebrar ou se
oxidar dentro das células, resultando na libertacédo de ions metdlicos livres que,
dependendo do elemento, pode ser mutagénico. Ha evidéncia limitada para
apoiar estes resultados na literatura até o momento. (DOAK et al. 2009).Apesar
da presenca do infiltrado inflamatério rico em células fagocitarias, ndo houve
evidéncias de degeneracao ou necrose.

Desta forma, a toxicocinética das nanoparticulas, incluindo-se os NTCs,
bem como seus mecanismos de absor¢cdo, o metabolismo tecidual, ou a sua
distribuicdo nos 6rgaos, a acumulagdo e eliminagdo nas diferentes vias de
exposicao, constituem em conjunto, importantes fatores para a avaliacao do risco
para a saude. (ZHAO e CASTRANOVA 2011).

5. Conclusoes

Os NTCs aplicados sistemicamente por injecdo e.v., produziramMNs nos
linfécitos periféricos, mas a média (NTC: 7,6%4,7) nao foi estatisticamente
diferente do controle negativo (5,6+0,5), indicando que, pelo menos nas
condicdes e concentracao testadas, o MWNTC NT1 nao €& mutagénico. Na
avaliacao histologica os NTCs migraram para o tecido muscular e induziram
edema, com infiltradocelular inflamatério rico em macrofagos CD68+(residentes) e
CD163+(infiltrantes), demonstrado pela técnica de imunoperoxidase. A andlise
mostrou ainda que as fibras musculares apresentaram aspecto morfolégico
irregular. Somente foi analisada a exposicao aguda de 72 horas, outros periodos
de exposicao e outras doses deverao ser analisadas.
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