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RESUMO

A nanotecnologia € um campo de estudo que investiga o potencial uso da
matéria em escala nanométrica e os nanomateriais (NMs) sdo aqueles que apresentam
pelo menos uma de suas trés dimensdes variando entre 1 e 100nm, e por isso, podem
ter propriedades diferentes das que teriam em tamanho comum. Os nanotubos de
carbono multicamadas (MWCNTCs) possuem caracteristicas relevantes como alta
conducéo térmica, elétrica, peso ultraleve, resisténcia mecanica acentuada, capilaridade
e grande superficie de contato, permitindo aplicagdes potenciais na area biomédica e
engenharia tecidual. Contudo, a alta reatividade proveniente do tamanho do NM, traz
também riscos toxicoldgicos. Logo, estudos que investiguem os efeitos dos NMs em
células humanas sao essenciais para aplicagdes seguras da nanotecnologia. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os potenciais efeitos toxicos dos MWCNTSs funcionalizados com
grupos carboxila (MWCNT-COOH) em células-tronco mesenquimais da polpa dentaria
humana. Os MWCNT-COOHSs foram caracterizados por espectroscopia de Infravermelho
e RAMAN para confirmagao da composicdo quimica e espalhamento de luz dinamico
(DLS) para conhecimento do potencial Zeta (PZ), indice de polidisperséao e tamanho
hidrodindmico (TH). Posteriormente foram realizados testes de citotoxicidade e
genotoxicidade, tais como avaliagdo da morfologia por microscopia de luz, analise de
atividade mitocondrial por ensaio de Metil Tiazol Tetrazélio (MTT), atividade antioxidativa
por ensaio da enzima superoxido dismutase, ensaio de viabilidade celular por citometria
de fluxo e teste de micronucleo. As células foram expostas a diferentes concentragdes
de MWCNT-COOH (concentragdes de 0,1, 1, 10, 50 e 100 pg/mL) por 24, 48 e 72h. A
espectroscopia RAMAN confirmou a composigcao quimica do MWCNT. O PZ negativo de
-0,6 a -27,8 corroborou a funcionalizagao, evidenciada primeiramente pela obtencao de
bandas relativas a presenga de grupos carboxila em espectroscopia de Infravermelho. As
médias do TH de MWCNT-COQOHSs foram menores em meio contendo soro fetal bovino
e em baixas concentragdes (0,1, 1 e 10 pg/mL). A analise de morfologia das células
mostrou que houve redugao da area celular (P<0,05) principalmente nas concentragbes
de 50 e 100 pg/mL nos trés tempos analisados. Os dados de MTT revelaram que os
MWCNT-COOHSs reduziram a atividade mitocondrial (P<0,05). Porém, os MWCNT-
COOH néao alteraram a atividade antioxidante, a viabilidade celular e a frequéncia de

micronucleos (P>0,05). Em conclusdo, nas condi¢gbes experimentais deste estudo, os



MWCNT-COOHs alteraram alguns parametros celulares, como area celular e
metabolismo energético. No entanto, ndo afetaram a viabilidade celular, 0 metabolismo

oxidativo ou induziram efeitos genotdxicos.

Palavras-chaves: nanotoxicologia, testes in vitro, citocompatibilidade,

nanomateriais.



ABSTRACT

Nanotechnology is a field of study that investigates the potential use of
nanoscale matter and nanomaterials (NMs) are those that present one of the three
dimensions, ranging from 1 to 100nm and, therefore, may have different properties when
compared with their equivalents in bulk size. The multi-wall carbon nanotubes
(MWCNTCs) have relevant characteristics such as high thermal and electrical
conductivity, ultralight weight, elevated mechanical resistance, capillarity and large
contact surface, enabling possible applications in biomedicine and tissue engineering. On
the other hand, the high reactivity we observe in NMs may cause toxicological risks. Then,
studies that investigate the effects of NMs on human cells are essential for safe
applications of nanotechnology. The objective of this work was to evaluate the potential
toxic effects of MWCNTs functionalized with carboxyl groups (MWCNT-COOH) in
mesenchymal stem cells of the human dental pulp. The MWCNT-COOHs were
characterized by infrared spectroscopy and RAMAN to confirm the chemical composition
and dynamic light scattering (DLS) for knowledge of the zeta potential (ZP), polydispersity
index and hydrodynamic size. Subsequently, cytotoxicity and genotoxicity tests were
performed, such as morphology evaluation by optical microscopy, analysis of
mitochondrial activity by the Methyl Thiazole Tetrazolium (MTT) assay, antioxidant activity
by the superoxide dismutase enzyme assay, cell viability assay by cytometry and
micronucleus test. The cells were exposed to different concentrations of MWCNT-COOHSs
(concentrations of 0.1, 1, 10, 50 and 100 pg / mL) for 24, 48 and 72h. RAMAN
spectroscopy confirmed the chemical composition of MWCNT. The negative ZP of -0.6 to
-27.8 corroborated the functionalization, evidenced by the obtained bands related to the
presence of carboxyl groups in the infrared spectroscopy. The average hydrodynamic size
of the MWCNT-COOHSs was lower, on average, containing fetal bovine serum and in low
concentrations (0.1, 1 and 10 pg / mL). The morphological analysis of the cells showed
that there was a reduction in the cell area (P <0.05) mainly in the concentrations of 50 and
100 pg / mL in the three analyzed times. MTT data revealed that MWCNT-COOHSs
reduced mitochondrial activity (P <0.05). However, MWCNT-COOHs did not alter
antioxidant activity, cell viability and micronucleus frequency (P> 0.05). In conclusion, in

the experimental conditions of this study, the MWCNT-COOHSs altered some cellular



parameters, such as cell area and energy metabolism. However, they did not impair cell

viability, oxidative metabolism or induce genotoxic effects.

Keywords: nanotoxicology, in vitro tests, cytocompatibility, nanomaterials.
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1 INTRODUGAO

A nanotecnologia € um campo de estudo que consiste no desenvolvimento e
uso da matéria em escala nanométrica, com o objetivo de gerar dispositivos funcionais
(DYCK et al., 2019) e vem crescendo rapidamente no século 21. Os nanomateriais (NMs)
sédo aqueles que apresentam mais de 50% de suas particulas com pelo menos uma de
suas trés dimensées variando entre 1 e 100nm (MIERNICKI et al., 2019; COMISSAO
EUROPEIA, 2011) e, devido as dimensbdes tao reduzidas podem apresentar propriedades
fisicas e quimicas que diferem dos seus equivalentes em massa. Por isso, ha um vasto
potencial para aplicagcdo comercial de NMs em diferentes areas como a eletrdnica,
ambiental, agropecuaria, alimenticia, cosmética e biomédica (MCCLEMENT & XIAO,
2017; TRINH et al., 2017; YANG et al., 2017; CORSI et al., 2018; HE et al., 2018;
SOARES et al., 2018;).

Atualmente ha uma diversidade de NMs sendo produzidos, e dentre eles
destacam-se os Nanotubos de Carbono (NTCs), alétropos do carbono como uma
estrutura cilindrica. Esses cilindros podem estar organizados na forma de uma camada
(Single-wall carbon nanotubes — SWOCNTs) ou multicamadas (Multi-wall carbon
nanotubes — MWCNTSs). Os NTCs apresentam caracteristicas relevantes como alta
conducéo térmica e elétrica, peso ultraleve, resisténcia mecéanica acentuada, capilaridade
e grande superficie de contato (GHASEMPOUR & NAREI, 2018). Essas propriedades

podem ter potencial aplicagdo na area biomédica.

Dentre as relevancias biomédicas dos NTCs podemos mencionar a
capacidade de absorverem radiagdo na regido do espectro infravermelho e,
consequentemente, aumentarem sua temperatura (SANTOS et al., 2019). Isso os tornam
Uteis na terapia fototermal antimicrobiana como, por exemplo, no tratamento de infeccbes
fungicas causadas por Candida albicans (SANTOS et al., 2019). Os MWCNTs também
vem sendo utilizados como sistemas nao virais eficientes para entrega de DNA e neste
sentido, Munk et al. (2016; 2017) mostraram a transfeccdo génica de embrides e
fibroblastos bovinos. Recentemente, Sun e colaboradores (2019) sintetizaram NTCs
formados por ligagdes entre benzenos, que proporcionaram cavidades ocasionais neste

NM. Estas cavidades permitiram o alojamento de particulas de fulereno, indicando que
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estes nanotubos podem ser aplicados como carreadores de outras moléculas de

interesse.

As caracteristicas dos NTCs os tornam materiais relevantes na fabricagao de
scaffolds para uso na engenharia tecidual e medicina regenerativa (EIVAZZADEH-
KEIHAN et al., 2019; QUIAN et al., 2019). Estudos prévios demonstraram que a utilizagdo
de SWCNTs amino-funcionalizados, juntamente com scaffolds, resultou em um gel com
propriedades eletrofisiolégicas que induziram diferenciagdo osteogénica (QIAN et al.,

2019), adicionando possibilidades ao tratamento local de lesdes O0sseas.

Contudo, apesar dos avangos promissores provenientes da nanotecnologia e
do crescimento no interesse de seus beneficios, cresce também a preocupagao de riscos
emergentes dos produtos desta tecnologia. A alta produgao e disseminagdo de NMs gera
a possibilidade de exposi¢cado de organismos a esses novos materiais. No entanto, ainda
nao se tem informacdes suficientes sobre os possiveis impactos dos NMs na saude
humana e ambiental (MAYNARD & AITKEN, 2016; FADEEL et al., 2018; GIESE et al.,
2018). Desta forma, para que a nanotecnologia se desenvolva de forma segura e
sustentavel, torna-se essencial preencher estas lacunas avaliando os possiveis efeitos
adversos simultaneamente aos beneficios que essas novas tecnologias podem trazer

para a sociedade.

Estudos anteriores revelaram toxicidade in vitro de MWCNT-COOH em
embrides bovinos cultivados in vitro (MUNK et al.,, 2016), queratindcitos humanos
(PALMER et al., 2019) e macrofagos de roedores (ZHANG et al. 2019), bem como
genotoxicidade em células pulmonares de roedores (JACKSON et al. 2014) e células de
medula 6ssea de camundongos (PATLOLLA et al., 2010). Assim, uma alternativa para
tornar os NMs mais biocompativeis consiste na funcionalizagcdo de sua superficie com
moléculas ou complexos moleculares. Estudos anteriores demonstraram que a alteragao
das propriedades fisico-quimicas dos MWCNTs mediante carboxilacdo aumentaram a
biocompatibilidade desse NM (ZHOU et al., 2017, HAMILTON et al., 2018). No entanto,
ainda ha uma lacuna de informagdes no que tange a interagdo de MWCNT-COOHs com

células-tronco mesenquimais (CTMs) humanas.
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Assim, a hipotese desse trabalho € a de que os MWCNT-COOH podem ser
citocompativeis quando em contato com as células-tronco mesenquimais humanas.
Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os potenciais efeitos citotdxicos e genotdxicos
de MWCNT-COOHs em CTMs isoladas de polpa dentaria humana.
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2 NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia, termo que se popularizou ha mais de trés décadas
(DREXLER, 1986) e vem ganhando cada vez mais atencdo na ciéncia, ja sendo
considerada a revolugao cientifica do século 21 (WENNERSTEN et al., 2018), consiste
nas tecnologias que envolvem o entendimento, manipulagao e controle da matéria na
dimensdo nanométrica. O nandémetro € um bilhdo de vezes menor que o metro (1
m=1x10"°nm). Sendo assim, os NMs s&o definidos como estruturas nas quais uma, duas
ou trés de suas dimensdes est&o entre 1 e 100 nm e, devido as dimensdes tao reduzidas,
podem apresentar propriedades fisico-quimicas que diferem dos seus equivalentes em
massa. Como excegao, por questdes de segurancga, fulereno, grafeno e NTCs também
sao considerados NMs mesmo quando uma de suas dimensdes externas é inferior a 1
nm (ou seja, abaixo da variagdo padronizada de 1 a 100 nm) (MIERNICKI et al., 2019;
THIMIRI et. al., 2016; COMISSAO EUROPEIA, 2011).

A matéria em nanoescala pode existir naturalmente nos ecossistemas ou
como resultado de atividades antropoldgicas em processos industriais. No primeiro caso,
os NMs podem ser resultado de queimadas e emissdes vulcanicas, por exemplo. Ja em
casos resultantes de agbdes antropogénicas, NMs podem surgir de processos de
combustao provenientes de automoveis, refinagéo e produgao de alimentos (ROBLES-
GARCIA et. al., 2016).

NMs engenheirados sdo resultantes da nanoestruturagdo intencional de
atomos e moléculas pensando-se no desenvolvimento de um produto. Portanto, esses
NMs vao apresentar caracteristicas fisico-quimicas de acordo com a aplicagéo desejada
(ROBLES-GARCIA et. al., 2016). Isto é possivel pois as dimensbes nanométricas
possibilitam que os NMs apresentem propriedades especificas que surgem devido a
estruturacdo em dimensdes que integram a fisica classica e a mecanica quantica, que
séo diferentes de suas propriedades em tamanho macro (CLARK & PAZDERNIK, 2015).

As caracteristicas elétricas, mecanicas, magnéticas, oticas e cataliticas
acabam despertando interesse de diversas areas, como a alimenticia, ambiental,
biomédica, agropecuaria e cosmética para designar novos usos para esses NMs e

oferecendo possiveis solugbes para problemas da atualidade e melhoria de produtos ja
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existentes (DRASLER et al., 2017). Assim, ha um aumento de pesquisas na area
nanotecnoldgica, necessarias para a identificagdo de caracteristicas dos NMs e

compreensao de como eles agem ou interferem em processos biolégicos (JAIN, 2017).

2.1 CARACTERIZAGAO DE NANOMATERIAIS

Como mencionado anteriormente, as caracteristicas fisico-quimicas dos NMs
sao de ampla aplicagdo comercial. Por isso, ter conhecimento sobre a composi¢cao
quimica e propriedades fisicas dos NMs é relevante. Tratando-se de ensaios
nanotoxicolégicos, a caracterizagdo permite predizer os mecanismos de interagao dos
NMs com os sistemas bioldgicos e, assim, sua toxicidade, visto que apresentam
reatividade quimica e comportamento diferentes nos meios bioldgicos. Existe um
conjunto de propriedades dos NMs que sdo geralmente avaliadas em estudos de
caracterizagcdo para fins de avaliagcdo de nanotoxicidade, as quais inclui: composicao
quimica, tamanho, forma, carga da superficie, cristalinidade e estado de aglomeracéao e
agregacao (GUNSOLUS & HAYNES, 2015). Nesse contexto, a caracterizagdo da
composigcao quimica pode ser avaliada pelas espectroscopias de Infravermelho e Raman;
o tamanho e forma pela Microscopia de Forga Atémica (AFM) e Microscopia Eletrdnica
de Transmissao; a formagao de agregados, didmetro hidrodindmico, Potencial Zeta (PZ)

e homogeneidade da disperséo pela técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS).

2.1.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica de caracterizagdo da
composig¢ao quimica de materiais. Esta envolve a interagcdo da radiagao na regidao do
infravermelho do espectro eletromagnético com a matéria e baseia-se em efeitos de
absorcgao dos fétons incididos no material levando a uma energia vibracional especifica
(DENDISOVA et al., 2018). Assim, a energia de absorcdo que corresponde a frequéncia
vibracional desencadeia uma vibragcdo molecular devido a uma alteracdo no momento

dipolo elétrico. Essa vibracdo proporciona informacdes sobre a estrutura molecular e,
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logo, as bandas caracteristicas da espectroscopia de infravermelho s&do como
“impressdes digitais” das moléculas (DENDISOVA et al., 2018).

A radiacao infravermelha atua induzindo oscilagcdes recorrentes das posi¢coes dos
atomos ao redor de suas ligagdes, enquanto a molécula inteira estd em processo
continuo de movimento de translagao e rotacdo. A partir disso, os dois principais modos
de vibragao sao o estiramento ou alongamento, no qual a distancia entre dois atomos e,
consequentemente, entre as ligagdes séo alteradas; e a flexado, referente a mudancga na
inclinagao das ligagdes (EL-AZAZY, 2018). Assim, a partir do espectro gerado apoés a
vibragdo no interior de uma molécula de um composto quimico, conhecemos suas
propriedades fisico-quimicas pelo seu padrdao de espectro, sendo possivel identifica-lo
(ATKINS & DE PAULA, 2011)

2.1.2 ESPECTROCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman se baseia no fendbmeno de espalhamento da luz, o
qual é normalmente descrito nos termos de radiagdo eletromagnética produzida por
oscilagado de dipolos induzidos na molécula pelo campo eletromagnético da radiacao
incidente. O momento dipolo induzido ocorre como resultado da polarizabilidade, ou seja,
da deformabilidade da nuvem de elétrons ao redor da molécula por um campo elétrico
externo. Logo, baseando-se no espalhamento inelastico de luz pela matéria, obtemos os
modos vibracionais da molécula, a ligagdo quimica presente, os tipos de atomos que

compdem a molécula e os grupamentos moleculares (ATKINS & DE PAULA, 2011).

Em uma analise Raman tipica, um laser € usado para irradiar a amostra com
uma radiagdo monocromatica para excitagao nas regides espectrais de luz UV, visivel e
infravermelho préximo. Os fétons dispersos do Raman perdem um pouco de energia em
relacdo a energia excitante para as coordenadas vibracionais especificas da amostra. E
para as bandas Raman serem observadas a vibragdo molecular precisa causar uma
alteracao na polarizabilidade. Portanto, quando a amostra é exposta a radiacao laser na
faixa UV, visivel ou infravermelho préximo, o foton incidente deixa um pouco de sua
energia nos modos vibracionais da molécula que atinge ou acumula energia adicional de

uma vibracdo que ja foi excitada. Assim, a radiacdo espalhada apresentara uma
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frequéncia diferente da radiagéo incidida. A regra para as transigdes Raman vibracionais
€ que a polarizabilidade molecular deve mudar a medida que a molécula vibra (ATKINS
& DE PAULA, 2011).

2.1.3 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

O Espalhamento de Luz Dindmico (Dynamic Light Scattering- DLS), também
conhecido como Espectroscopia de Correlagdo de Féton, € uma importante ferramenta
para se estudar o comportamento das moléculas em suspensédo coloidal. Esta técnica
consiste na incidéncia de um feixe monocromatico de luz sobre as moléculas de uma
suspensao e assim, a luz se espalha em todas as diregdes como uma fungcao do tamanho
e forma das mesmas (STETEFELD et al., 2016). O movimento Browniano de um NM gera
a flutuacdo da luz espalhada, permitindo obter o coeficiente de difusdo e este é
relacionado ao diametro hidrodinamico da molécula. Logo, tal movimento é dependente
do tamanho das moléculas, temperatura e viscosidade do meio de dispers&o. Assim, em
um instrumento DLS, quando a luz do laser encontra a molécula a luz incidente espalha-
se com uma intensidade que é registrada por um detector. Esta luz monocromatica
incidente passa por um fenébmeno denominado Doppler broadening devido ao movimento

continuo das moléculas em suspensao (STETEFELD et al., 2016).

Normalmente, o instrumento usado para DLS pode, além disso, analisar a
motilidade eletroforética e mensurar a carga superficial dos NMs por meio do potencial
elétrico na superficie de cisalhamento, no qual é chamado de Potencial Zeta (PZ). Este
€ determinado pela medicdo da velocidade das espécies carregadas em dire¢cdo ao
eletrodo na presenca de um campo elétrico externo através da amostra em suspensao
(SAPSFORD et al., 2011). Logo, com estas informacgdes, torna-se possivel predizer qual
a carga liquida superficial do NM e suas possiveis formas de interagdo com as células e

moléculas do meio.
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2.1.4 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

O microscépio de forca atdmica € um tipo de sonda de varredura e utiliza uma
sonda fina para percorrer uma superficie (ao contrario dos tipos que utilizam elétrons ou
feixe de luz), fornecendo um mapa tridimensional. O mecanismo de atuacdo da
Microscopia de Forga Atbmica (AFM) baseia-se na detecgéo de forgas que atuam entre
a sonda fina e a superficie amostral. Esta sonda, que funciona como um sensor, esta
associada a um cantilever muito flexivel. Este conjunto sonda-cantilever pode ser
produzido a partir de silica ou nitreto de silicio, e deve manter contato ou quase encostar
na superficie de interesse (ATKINS & DE PAULA, 2011). A sonda pode ser modificada
para investigar as propriedades e interagir com a superficie de trés formas principais:
modo de contato, contato intermitente ou toque e sem contato. Quando em modo de
contato, a ponta é arrastada diretamente sobre a superficie, se desviando em decorréncia
da interacdo Coulomb (interagao eletrostatica entre particulas eletricamente carregadas);
sem contato, ela € mantida a uma curta distancia (geralmente < 100 nm) da amostra e
oscila a uma frequéncia que depende das forcas de Van der Waals atuantes entre a
sonda e a amostra; quando ocorre o toque, a ponta € mantida oscilando acima da
amostra, e a frequéncia de oscilacdo muda a medida que a ponta se aproxima da

superficie em intervalos regulares (VAHABI et al., 2013).

2.1.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A Microscopia Eletronica de Transmissdo € um método de analise fisico-
quimica que consiste na transmissao de feixes de elétrons através de uma amostra, a
qual, para permitir a transmissédo dos elétrons, precisa ser ultrafina (>100 nm) ou estar
suspensa em uma grade de cobre, por exemplo. Basicamente, as imagens se formam a
partir da interagao dos elétrons com a amostra de acordo em que a transmisséo do feixe
vai ocorrendo através do espécime. A interacdo da sonda com a amostra gera uma
variedade de sinais eletrénicos e eletromagnéticos. A partir disso, uma imagem €& gerada
e ampliada em um dispositivo eletronico. Este tipo de microscopia possibilita a obtencao
de imagens em um nivel de resolugdo maior quando comparado a microscopia de luz

convencional. Isso ocorre, pois, esta técnica esta associada aos pequenos comprimentos
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de onda dos elétrons, o que permite a captacéo de detalhes tao finos quanto uma coluna
de atomos (LIU, 2005).

2.2 NANOTOXICIDADE

Alguns tipos de NMs sdo naturalmente encontrados nos ecossistemas, ficam
em contato com organismos vivos e de alguma forma ndo causam danos. Dentre os NMs
naturais estdo as nanoparticulas de ouro e prata, formadas em aguas naturais que
contém ions desses metais e matéria organica natural; nanoparticulas contendo pirita,
zinco, cobre e ferro formadas em fontes hidrotermais (SHARMA et al., 2015). Contudo,
com o avango da nanotecnologia, cresce também o numero de NMs, os quais n&o se
tem, ou tem pouco, conhecimento sobre seus perfis toxicoldgicos. O fato € que, seres
humanos estdo cada vez mais expostos a uma variedade de NMs e, portanto, a demanda
de pesquisas com relacado a citocompatibilidade e citotoxicidade destes NMs cresce a
cada dia e tornam-se necessarias para um desenvolvimento nanotecnologico seguro.
Neste contexto, surge uma nova area de estudos, a nanotoxicologia, que consiste no
desenvolvimento de testes e protocolos para avaliar possiveis riscos da produgéao e
aplicacao de nanotecnologias em sistemas biologicos (ARORA et al. 2012; DEKKERS et
al., 2016).

A toxicidade dos NMs esta intimamente relacionada ao seu tamanho muito
pequeno. Os NMs apresentam uma grande area de superficie, o que aumenta a relagao
area/volume e o numero de elétrons superficiais. Sendo assim, as moléculas tornam-se
potencialmente mais reativas e espera-se que sua atividade quimica e biolégica aumente
(SAHU & HAYES, 2017). Outra caracteristica que influencia criticamente a toxicidade é
a propria composicdo quimica do NM, uma vez que os proprios elementos apresentam
reatividade quimica, e por consequéncia, toxicidade diferentes em meios biolégicos (KIM
et al., 2014).

A nanoescala facilita a translocacdo de espécies quimicas ativas pelas
barreiras do organismo como a pele, tecidos e 6rgéos, o que permite a penetragcao dos

NMs através de barreiras dos epitélios e endotélios, atingindo as correntes sanguinea e
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linfatica e chegando a diferentes tecidos e o6rgdos. Podem ainda entrar em vias
fagocitarias ou difundirem pela membrana plasmatica, sendo capazes de alcangar
diferentes compartimentos celulares (SUKHANOVA et al., 2018). Entdo, pode ocorrer
estresse oxidativo irreversivel, problemas respiratérios, mutacdes, danos as organelas,
desnaturagcdo de proteinas, decaimento da atividade mitocondrial, alteracdo da
morfologia celular, dentre outros (JEEVANANDAM et al., 2018). Sahu e colaboradores
(2017), ao realizarem um estudo sobre a relagdo do tamanho de NMs com a toxicidade
apresentada por estes, mostraram que nanoparticulas de ZnO foram mais citotoxicas que
as particulas deste mesmo material em tamanho micro em mondécitos do sangue periferal.
Por outro lado, todos os tamanhos de ZnO avaliados nesse trabalho tiveram um perfil de
toxicidade similar em fibroblastos de embrido humano. Assim, este estudo também
evidenciou que um mesmo NM pode ter diferentes efeitos nos diversos tipos celulares.
Resultados semelhantes foram observados em macrofagos e fibroblastos expostos as
nanoparticulas de prata (PARK, 2011).

Outra caracteristica que influencia a toxicidade € a composi¢cdo quimica do
NM, uma vez que os proprios elementos apresentam reatividade quimica, e por
consequéncia, toxicidade diferentes em meios biolégicos (KIM et al., 2014). Neste
sentido, o tipo de funcionalizagéo, ou seja, o tipo de grupo ativo na superficie dos NMs,

também possui relevancia no potencial toxicolégico destes materiais.

Estudos prévios demonstraram que a toxicidade é altamente determinada pela
internalizagédo do NM (SAHU & HAYES, 2017), que, por sua vez, € influenciada pela sua
morfologia. Isso ocorre, pois a morfologia ira definir tanto a forma de interacdo destes
com outras moléculas quanto os mecanismos de internalizacéo e eficiéncia de captagao
de NMs pela célula (CABALLERO-DIAZ & CASES, 2016). Neste contexto,
nanoparticulas de ouro com 1,4 nm, que apresentam uma estrutura cuboctaedral,
causam alta citotoxicidade por interagirem fortemente com as regides do sulco maior da
dupla hélice do DNA, enquanto nanoparticulas de ouro de maior ou menor tamanho tem
citotoxicidade reduzida (SCHMID, 2008).

Adicionalmente, os NMs tendem a se estabilizar cineticamente e permanecer

por mais tempo no organismo, aumentando o tempo de exposigcdo (BLANCO et al., 2015).
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Portanto, grande parte dos estudos em nanotoxicologia incluem analises dos efeitos de
tempo, dose, morfologia, composic¢ao, agregagao dos NMs nos sistemas bioldgicos a fim
de determinar os limites de seguranga para o uso de um determinado material na
nanoescala (GOYAL & BASNIWAL, 2017; SAHU & HAYES, 2017; JEEVANANDAM et
al., 2018).

Segundo estudos que investigam a nanotoxicidade de NTCs, altas doses
desses NMs funcionalizados (50 e 100 pg/ml) induziram uma citotoxicidade significativa
em células-tronco humana de origem adiposa (ESFANDIARY et al., 2014). Também ja
foi observado por Bottini et al. (2006) que MWCNT-COOH induziram a morte de 50% de
linfécitos T, de origem humana, apds 24 h de exposigao. Outro grupo de pesquisadores
relatou que a citotoxicidade observada em queratindcitos esta associada aos altos niveis
de carboxilagcdo de MWCNT, além de causar irritagdo epidérmica e inflamagéao cutanea,
mesmo em baixas concentragdes (PALMER et al, 2019). Células de carcinoma mamario
de rato também apresentaram toxicidade em resposta a MWCNT, sendo esta resposta
ainda maior em SWCNT (KAVOSI et al., 2018). Por outro lado, Albini et al. (2010)
relataram baixa toxicidade de SWCNTSs puros ou funcionalizados em células endoteliais
humanas. Ainda, alguns trabalhos ndo observaram citotoxicidade de SWCNTs em
cardiomidcitos de ratos (GARIBALDI et al., 2005) e células de linhagem Hela, de tumor
cervical humano (YEHIA et al., 2007). Quando ha divergéncias na resposta toxicoldgica
induzida por NMs, entende-se que esta relacionada as diferencas entre os sistemas
biolégicos, composigdo, tamanho, morfologia e impurezas provenientes da sintese.
Adicionalmente, a funcionalizagao pode tornar SWCNTs suscetiveis a degradagao por
enzimas oxidativas e levando a reducado de respostas inflamatérias de neutréfilos
(KAGAN et al., 2010), o que abre novas possibilidades de desenvolvimento deste tipo de

NM de forma mais biocompativel.

Assim, observa-se que a toxicidade de NMs esta associada a multiplos fatores,
sendo altamente variavel e dependente também das condicbes de exposicdo e
caracteristicas fisico-quimica deles. Logo, os estudos de toxicologia relacionados a
nanotecnologia e, envolvendo a interacdo de NMs com modelos de sistemas bioldgicos,
sdo essenciais para evitar conflitos de informagao, extrapolagao de dados e conclusdes

equivocadas em pesquisas.
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2.3 NANOTUBOS DE CARBONO

NTCs sao uma forma alotrépica do carbono, ou seja, uma substancia diferente
devido ao arranjo dos atomos de carbono. Outro exemplo de alétropo do carbono € o
grafeno (Figura 1A). Este é formado por atomos de carbono que se ligam a outros trés
formando uma folha de espessura atdbmica. Esta folha, se estruturada como um cilindro,
forma um NTC do tipo parede simples (single-walled carbon nanotube-SWCNT) (Figura
1B). Existem ainda os nanotubos formados por mais de uma folha concéntrica de grafeno,
denominados de NTCs de paredes multiplas (multi-walled carbon nanotube-MWCNT)
(Figura 1C). O diametro do NTC pode variar de 4 nm a 30 nm, em média, enquanto seu
comprimento pode checar a escala dos micrémetros (IIJIMA, 1991; MARTIN & KOHLI,
2003; PRASEK et al., 2011).

Figura 1. llustracdo de estruturas alétropas do Carbono: a) folha de grafeno e Nanotubos de
Carbono dos tipos b) Single-wall carbon nanotube, c) Multi-wall carbon nanotube e d) Multi-wall
carbon nanotube carboxilado, criado no BioRender (2019), renderizador online de ilustagbes
cientificas.

Fonte: ELABORADO PELO AUTOR, 2020.



A principio, os NTCs foram descritos em 1952 por Radush-Kevich e
Lukianovich (Radush-Kevich e Lukianovich, 1952), em 1976, por Oberlin et al. (OBERLIN
etal., 1976) e, posteriormente, estes NMs foram reportados por lijima em 1991. Na época,
a sintese foi realizada pelo método de descarga por arco elétrico (IIJIMA, 1991). Contudo,
0 método de sintese mais utilizado € o de deposi¢cao de vapor quimico catalitico, que
consiste na decomposigao térmica de hidrocarbonetos como o metano e o etileno, na
presengca de um catalisador metalico como o ferro, cobalto ou niquel. Apds a
decomposi¢cdo em alta temperatura (900°C), os atomos livres de carbono vao se
depositando, em alta pressao, em forma de tubo junto aos catalisadores (PRASEK et al.,
2011). Além disso, outros métodos de sintese como eletrdlise e ablagdo a laser foram
reportados (PRASEK et al., 2011).

Desde o inicio da década de 90, os NTCs vem sendo amplamente utilizados
em diversas aplicabilidades devido as suas propriedades consideradas unicas: alta
condutividade elétrica e térmica, elevada resisténcia mecanica, grande superficie de
contato, peso ultraleve, e entre outras (GHASEMPOUR & NAREI, 2018). Essas
propriedades sao pensadas de acordo com a sua finalidade e sdo determinadas pela
estrutura do NTC. Portanto, o numero de paredes, didmetro, comprimento, angulo quiral

para enrolar a folha de grafeno s&o levados em consideragéo (PRASEK et al., 2011).

As possiblidades de aplicacdo deste NM na area biomédica incluem o seu uso
como vetor para transfecgédo de células de mamiferos (MUNK et al., 2016; MUNK et al.,
2017), e humanas ( GOLSHADI et al., 2016); como antibiotico de aplicacao local em
bioconjugados com prata devido as suas propriedades antimicrobianas (CHAUDHARI et
al.,, 2016); como indutor de resposta imune especifica contra doencgas infecciosas
(GOTTARDI & DOURADINHA, 2013; VERSIANI et al., 2017), canceres (GOTTARDI &
DOURADINHA, 2013) e terapia fototérmica para tumores (CHEN et al, 2019).

NTCs sdo também promissores para se aplicar na regeneragao tecidual e
engenharia de tecidos por apresentar condutividade elétrica, boas propriedades
mecanicas e grande area de superficie. Jayaram e colaboradores (JAYARAM et al., 2019)
sintetizaram scaffolds hibridos de nanocompdsitos constituidos de um polimero condutor

e MWCNTSs, resultando em um suporte resistente, condutor de elétrons e de alta
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porosidade para construgao de tecidos. Também ja foi relatado a produgcéo de um gel
eletrofisiologico contendo SWCNTs amino-funcionalizados que apresentou efeitos
benéficos na diferenciagao osteogénica, se mostrando promissor para o tratamento local
de regeneracgao 6ssea (QUIAN et al., 2019), além de ja ter sido descrito que NMs a base
de carbono nédo foram citotéxicos pra osteoblastos (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2019).
A atividade antibacteriana deste NM também o coloca como étimo candidato para fins de
regeneracao ossea (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2019).

Contudo, ha limitagdes para a aplicabilidade de NTCs na biomedicina devido
a sua alta hidrofobicidade, fazendo com que ocorra formacgéo de agregados, dificultando
a disperséo e controle do tamanho e, impurezas provenientes da sintese, que podem
prejudicar a biocompatibilidade deste NM. Na tentativa de contornar estas questdes, a
funcionalizacdo dos NMs vem sendo explorada. Nesse sentido, a carboxilagdo para
modificar a superficie dos NTCs (Figura 1D) tem sido amplamente utilizada (BAI et al.,
2016; PEREZ-LUNA et al., 2018).

2.4 MODELO EXPERIMENTAL: CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CTs) sao aquelas indiferenciadas e apresentam capacidade
de diferenciagdo em varios tipos celulares funcionais. Além disso, tem divisao celular
assimétrica e capacidade de autorrenovagado, ou seja, reabastecer o pool de CTs,
passando por varios ciclos celulares, se dividindo e originando uma parcela de células
indiferenciadas e, outra parte, de células especializadas (WEISSMAN, 2000; NOMBELA-
ARRIETA et al., 2011; MIRZAEI et al., 2017). Por isso apresentam grande aplicabilidade
como modelo experimental in vitro (DRUBIN & HYMAN, 2017). A capacidade de
diferenciacdo pode ser totipotente, pluripotente e multipotente. Apdés a fecundacao do
espermatozoide e 6vulo, a célula formada, o zigoto, apresenta potencial de originar todas
as ceélulas de um organismo, incluindo estruturas extraembrionarias, sendo denominada
totipotente. A medida que o zigoto sofre divisdes celulares, esse potencial diminui. No
estagio de blastula as células apresentam potencial pluripotente, com capacidade de
originar muitas células e tecidos do nosso organismo. Ja no individuo adulto, as células

apresentam um potencial de diferenciagdo mais restrito, originando poucos tipos
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celulares, sendo denominadas multipotentes (JOPLING et al.,, 2011). Ambas as
capacidades, diferenciacdo e autorrenovagao celular, vdo se perdendo ao longo do
tempo entre a totipoténcia até atingir a maturidade celular (SINGH et al., 2016). Estes
sdo os critérios para classifica-las e os pilares para que este tipo celular consiga manter
e desenvolver tecidos (NOMBELA-ARRIETA et al., 2011).

CTs podem ser de origem embrionaria, somaticas e induzidas. As CTs
embrionarias sao aquelas presente no embrido (embrioblasto) e apresentam
pluripoténcia (capacidade de originar qualquer tipo de célula embrionaria) (JOPLING et
al., 2011; SINGH et al., 2016). As CTs somaticas estao presentes em adultos, residem,
geralmente, regides teciduais especificas, sdo encarregadas, principalmente, da
renovacgao e regeneracao destes tecidos, e sao principalmente multipotentes (JOPLING
et al., 2011). CTs somaticas podem ter origem no endoderma (CTs do epitélio pulmonar,
do trato gastrointestinal, hepatica, mamaria e da glandula prostatica, ovariana e
testicular), no mesoderma (CTs hematopoiética, mesenquimal, multipotente progenitora
adulta, cardiaca, células satélite do musculo, somatica fetal) e no ectoderma (CTs neural,
epitelial e ocular) (HUI et al., 2011). Por outro lado, CTs induzidas s&o provenientes de
células somaticas reprogramadas geneticamente para que voltem a expressar o fenétipo
de células estaminais, como a pluripoténcia e, por isso, sdo denominadas células-tronco
pluripotentes induzidas. CTs hematopoiéticas e CT mesenquimais (CTMs) sdo as mais
estudadas e bem caracterizadas (MIRZAEI et al., 2017). Estas primeiras sao residentes
da medula é6ssea e formam todas as células sanguineas (mondécitos, neutrdfilos,
linfécitos, células dendriticas, células natural killer, macréfagos). Enquanto CTMs
formarao tecido 6sseo (osteoblastos), cartilaginoso (condrécitos), adiposo (adipécitos) e
conjuntivo estromal (células reticulares) e podem ser encontradas também na medula
0ssea, cordao umbilical, fluido amnidtico e polpa dentaria (NOMBELA-ARRIETA et al.,
2011). Portanto, CTMs podem ser definidas como células primarias, estromais nao-
hematopoiéticas, capazes de se diferenciar e contribuir na regeneracao de tecidos
mesenquimais (CHAMBERLAIN et al.,, 2007). Além disso, segundo a Sociedade
Internacional para Pesquisas com Células-tronco, alguns itens precisam ser
considerados para se afirmar se a célula é tronco: uma unica célula é capaz de formar
col6nia; as células sdo aderentes ao plastico, tendo morfologia tipica semelhante ao

fibroblasto, as células tem a capacidade de se diferenciar em tipos principais como
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osteoblasto, condrécito e adipdcito, apresentam perfil imunofenotipico positivo para os
marcadores de superficie OCT4, Nanog, Nestin, CD105, CD31, CD34; e sao positivas
para expressao de genes marcadores OCT4, Nanog, Nestin, CD105 (HORWITZ et al.,
2005; LIU et al., 2009).

Ademais, CTMs, assim como outras CTs multipotentes, sao fenotipicamente
estaveis (LIAO & TSE, 2013; MIRZAEI et al, 2017), capazes de secretar fatores de
crescimento e proteinas anti-inflamatoérias, desempenhando papeis imunomodulatérios e
anti-inflamatorios (AGGARWAL & PITTENGER, 2005). Estas propriedades permitem
potenciais aplicagdes em terapia celular, transplantagdo e engenharia tecidual (LIAO &
TSE, 2013; MIRZAEI et al, 2017). Por exemplo, Amaral et al. (2019) relataram o potencial
de um scaffold 3D composto de nanoparticulas de titanato de bario e gel de alginato para
induzir diferenciacdo osteogénica em CTMs humanas. Nesse mesmo sentido, Quian et
al. (2019) relataram melhora na organizagao e diferenciagdo osteogénica de CTMs de
origem adiposa através de um gel eletrofisioldgico contendo nanofibras e NTCs. Ha ainda
trabalhos explorando aplicagbes de CTMs na engenharia de tecido cartilaginoso
(FUENTES-MERA et al.,2017) e outros tipos teciduais (GAZIT et al., 2019).

No contexto de modelos de estudos de toxicidade, as CTM cultivadas in vitro
sao modelos interessantes, uma vez que se tornam uma alternativa aos testes in vivo
possibilitando uma redugédo do uso de animais de experimentagdo. Abud et al. (2019)
demonstraram que CTM humanas provenientes de tecido adiposo podem ser utilizadas
em ensaios de predicdo de toxicidade baseada na inibicdo da adipogénese.
Adicionalmente, as CTMs sdo uma alternativa com maior relevancia para a saude
humana por fornecer diferentes backgrounds genéticos para testes de novos NMs e
nanoprodutos (HANDRAL el al., 2015).
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2.5 ENSAIOS PARA AVALIAGCAO DA TOXICIDADE DE NANOMATERIAIS
2.5.1 ENSAIOS PARA AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Os agentes citotoxicos tém diferentes mecanismos de citotoxicidade levando
a danos celulares como destruicdo da membrana citoplasmatica, alteracao da atividade
mitocondrial e de enzimas ativas, além de levar a morte celular. Assim, os ensaios de
citotoxicidade precisam ser baseados em diferentes fungdes celulares e, nesse contexto,
destacam-se a avaliagdo da morfologia celular por microscopia de luz, o teste de MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, o ensaio da enzima

Superoxido Dismutase (SOD) e avaliagao da viabilidade celular por citometria de fluxo.

2.5.1.1 AVALIAGAO DA MORFOLOGIA CELULAR POR MICROSCOPIA
DE LUZ

A microscopia de luz € uma técnica simples e direta utilizada para visualizar a
cultura de células in vitro e avaliar a morfologia celular. As condi¢des de cultura estao
diretamente relacionadas com a plasticidade da forma da célula pois podem desencadear
respostas diferentes (FRESHNEY, 2015). Portanto, observagbes das culturas com o
objetivo de comparar as células no mesmo estagio de crescimento e densidade celular
devem ser considerados (FRESHNEY, 2015). Avaliagbes comparativas entre controle e
tratamentos podem contribuir para as analises de toxicidade como um indicador de
citotoxicidade, uma vez que alteragdes na constituicdo do meio e agentes citotoxicos
podem afetar a morfologia celular (DUAN et al.,2013; CABALLERO-DIAZ & CASES,
2016).

2.5.1.2 ENSAIO DE REDUGAO DO CORANTE METIL TIAZOL
TETRAZOLIO

O ensaio de Metil Tiazol Tetrazolio (MTT) é amplamente utilizado para
conhecer os efeitos de NMs na viabilidade e atividade mitocondrial de diferentes tipos
celulares (Organisation for Economic Co-operation and Development, TGs 439 e 492) e

€ considerado como padrdo para ensaios de citotoxicidade por ser um teste sensivel
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(TONDER et al., 2015). Sais de tetrazdlio sao lipofilicos e apresentam carga liquida
positiva, o que facilita que sejam absorvidos pelas células vivas (BERRIDGE et al., 2005).
Em células metabolicamente viaveis, as desidrogenases mitocondriais clivam o anel de
tetrazodlio, reduzindo o composto de coloracdo amarela em um composto de coloragao
roxo/azul escuro, chamado de formazan ({E,Z-1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan}, que s&o cristais insoluveis em solu¢des aquosas. Assim sendo, a
producdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratoria (RISS, 2004;
SAHU et al., 2016).

2.5.1.3 ENSAIO DA SUPEROXIDO DISMUTASE

O estresse oxidativo nos tecidos resultantes da formagao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) € um dos mecanismos de nanotoxicidade dos NMs (FU et al., 2014).
As EROs sao subprodutos naturais do metabolismo celular e consistem em atomos ou
moléculas que possuem elétrons ndo pareados na ultima camada de valéncia, tornando-
as mais reativas por permitir aceitar ou transferir elétrons facilmente (AFONSO et al.,
2017).

Nas mitocéndrias celulares, moléculas de adenosina trifosfato (ATP) séo
sintetizadas pela redug¢ao do oxigénio molecular em agua em uma sequéncia de reagdes.
No entanto, uma porgcao desse oxigénio nao é reduzida completamente, resultando na
formacgao de EROs como os radicais livres anion superoéxido (FU et. al., 2014). A enzima
superoxido dismutase (SOD) neutraliza os anions superoxido transformando-os em
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular de modo a prevenir a formagao de
componentes mais agressivos (FU et. al.,, 2014; CHE et. al.,, 2015). O H202 é
posteriormente convertido em agua e oxigénio em uma reacao catalisada pela catalase
e peroxirredoxina (CHE et. al., 2015). Assim, a homeostase celular das EROs é mantida
pelo equilibrio entre a producdo de EROs e a atividade do sistema antioxidante. Logo, o
excesso de EROs pode oxidar macromoléculas como DNA, proteinas e lipideos,
desencadeando mutagdes elevadas, danos as organelas celulares e morte celular em

circunstancias mais extremas (CHE et. al., 2015).
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2.5.1.4 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Teste de viabilidade celular tem alta importédncia em pesquisas envolvendo
cultivo in vitro de células e tecidos, principalmente para avaliagcado de resposta citotoxica

a tratamentos ou outros fatores ambientais (KUMMROW et al., 2012).

A citometria de fluxo € um método rapido, sensivel e confiavel para quantificar
células viaveis em uma suspensao celular (KUMMROW et al., 2012). Esta analise pode
fornecer parametros relevantes, tais como o tamanho celular, relativo ao espalhamento
frontal (FSC) da luz do laser incidido; e a complexidade celular, devido a quantidade e
densidade dos granulos das células, relativo ao espalhamento lateral (SSC) da luz
incidida (WEAVER, 1998).

A estimativa da viabilidade de uma populagao de células por citometria de fluxo
€ baseado no extravasamento de corantes, como o iodeto de propideo. Neste caso, o
iodeto de propideo, que é permeavel a membrana citoplasmatica, € expulso do
citoplasma de células viaveis. Logo, células mortas permanecem coradas. Este corante
tem como caracteristica ser intercalante dos pares de base de DNA e excitavel a 488 nm
(WEAVER, 1998).

2.6 ENSAIO PARA AVALIAGAO DE GENOTOXICIDADE
2.6.1 ENSAIO DE MICRONUCLEO

O Teste de micronucleo detecta pequenos corpos de cromatina no citoplasma
de células interfasicas (OECD TG 487, 2016). Estes fragmentos de cromatina
extranucleares séo circundados por um invélucro nuclear e se originam a partir de fragdes
cromossémicas acéntricas (clastogénicos) ou cromossomos inteiros (aneugénicos) que,
durante a anafase da divisdo celular, ndo conseguiram migrar para os polos. Além disso,
apos coloragao convencional, nota-se que estes fragmentos sdo morfologicamente
semelhantes aos nucleos. Logo, o teste de micronucleo fornece uma base para
investigagao in vitro de potenciais danos cromossémicos ocasionados por agentes
aneugénicos e clastogénicos (KIRSCH-VOLDERS, 1997; HINTZSCHE et. al., 2017).
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Este método permite o uso da citocalasina 3, um inibidor de polimerizagéo dos
filamentos de actina. Assim, ocorre inibicdo do processo de citocinese durante a divisdo
celular, resultando em células binucleadas. Além disso, o uso de citocalasina 3 possibilita
a avaliagcdo das frequéncias relativas de células mononucleadas, binucleadas e
multinucleadas na cultura, o que pode ser um método de analisar a proliferacéo celular e

a atividade citotoxica ou citostatica de um tratamento (OECD TG 487, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da exposigao in vitro de MWCNT funcionalizados com grupos
carboxila (MWCNT-COOH) em CTMs de origem da polpa dentaria humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Investigar a estabilidade coloidal (didmetro hidrodindmico e potencial Zeta)
dos MWCNT-COOH dispersos em meio de cultura celular;

e Avaliar a morfologia e estrutura quimica dos MWCNT-COOH,;

e Avaliar a morfologia de CTMs derivadas da polpa dentaria humana
expostas in vitro aos MWCNT-COOH;

e Analisar a atividade mitocondrial de CTMs derivadas da polpa dentaria
humana cultivadas in vitro e expostas aos MWCNT-COOH

e Analisar o metabolismo oxidativo de CTMs derivadas da polpa dentaria
humana cultivadas in vitro e expostas aos MWCNT-COOH,;

¢ Quantificar a influéncia dos MWCNT-COOH na viabilidade celular de CTMs
derivadas da polpa dentaria humana cultivadas in vitro;

¢ Avaliar o potencial genotoxico dos MWCNT-COOH em CTMs derivadas da

polpa dentaria humana cultivadas in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES

Os meios meios de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture-F12 (DMEM/F12), antibidtico penicilina-estreptomicina, tripsina 0,25% (p/v) € 0,5
mM de acido etilenodiaminotetracético (tripsina-EDTA), metil tiazol tetrazélio (MTT), SOD
kit 19160 do ensaio para superoxido dismutase (SOD), citocalasina B (cyto B) e iodeto
de propideo (IP) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, EUA. Os suplementos do meio de
cultura, soro fetal Bovino (SFB) e antibidtico (100 Ul/mL de penicilina e 100 ug de
estreptomicina mL") sdo provenientes da LGC Biotecnologia, Brasil. O tampao fosfato
salino (phosphate-buffered saline, PBS) 10X foi adquirido da Gibco Laboratories, Reino
Unido.

4.2 MWCNT-COOH

Os MWCNT-COOHs (referéncia ROT 26271308) foram obtidos em
colaboragdo com o Laboratério de Nanomateriais, localizado no Departamento de Fisica
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A sintese foi realizada pela técnica
de deposicdo quimica da fase de vapor, utilizando Al203-Co-Fe como catalizador do
processo. Os MWCNT-COOHSs contém pureza >93%, presencga de outras estruturas <2%

e contaminantes provenientes do processo de sintese <5%.

4.3 DISPERSAO DOS MWCNT-COOH

Os MWCNT-COOHSs foram adicionados a uma concentragao final de 1000
Mg/ml em meio de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% (v/v) de SFB e 1% (v/v) de
antibiotico penicilina-estreptomicina. A seguir, a dispersao foi realizada com um sonicador
UP200S (Hielscher, Teltow, Alemanha) em amplitude 75 e ciclo de 0,5 por

aproximadamente 1 minuto, com o recipiente inserido no gelo.
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4.4 CARACTERIZAGAO DOS MWCNT-COOHs

4.4.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Os espectros de absorgéo na regiao do espectro infravermelho foram obtidos
por espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR) em um
espectrofotdbmetro Bomem FT IR MB-102 (Bomem, Canadd), no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Estes foram realizados na regido de

3000cm"' a 500cm! utilizando pastilhas de KBr previamente dessecado a 500°C.

4.4.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Espectros Raman foram obtidos no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora em um instrumento Bruker Senterra (Bruker, EUA),
utilizando laser 632,8 nm com poténcia de 10 mV sobre a amostra de MWCNT-COOH
seca sobre uma lamina, durante 15 segundos de exposig¢ado. Foram feitas 20 aquisi¢oes,

com resolucao espectral de 3-5 cm', em objetiva de 50x.

4.4.3 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

As analises do espalhamento de luz dindmico e motilidade eletroforética para
caracterizagéo do didametro hidrodinamico, indice de polidispersao (IPD) e potencial Zeta
(PZ) das suspensbdes coloidais contendo MWCNT-COOHSs, foram obtidas em um
aparelho Malvern 3000 ZetaSizer NanoZS (Malvern Instruments, Reino Unido), no
Laboratério de Nanotecnologia para Saude e Produgao Animal da Embrapa Gado de
Leite. A fim de comparagao, os dados foram obtidos em suspensdes compostas de agua
deionizada (pH 7,1) e MWCNT-COOHSs, meio de cultura DMEM/F12 e MWCNT-COOHs,
meio de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% (v/v) de SFB e MWCNT-COOHs,

com uma réplica de cada tratamento (0; 0,1; 1; 10; 50; 100 pug/mL) para cada tipo de
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suspensédo. As concentragdes escolhidas para os tratamentos utilizados neste trabalho

foram definidas de acordo com observacdes da literatura de exposicdes realisticas.

4.4.4 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

As imagens de AFM foram obtidas por aparelho Nanosurf EasyScan 2
(Nanosurf Instruments, Suiga), via modo intermitente, em colaboragdo com o Laboratério
de Nanotecnologia aplicada a Saude e Produgéo Animal da Embrapa Gado de Leite. O
diametro aproximado dos MWCNT-COOH foi medido manualmente pelo software ImageJ

(Wayne Rasband) a partir da imagem gerada pela microscopia.

4.4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Imagens de MET foram obtidas em colaboracdo com o Centro de Microscopia
da UFMG utilizando um microscépio Tecnai G2-20 da FEI Company (EUA), a 220 kV de
voltagem e spot size de 3. As grades de cobre utilizadas para a deposigado das amostras
foram Holey Carbon. Para o preparo da amostra, uma gota de uma suspensao méae foi
diluida em 5 mL de agua deionizada. A nova suspenséao foi submetida a ultrassom em
um banho por 5 minutos e posteriormente uma gota da nova suspenséo foi pingada sobre
a grade de cobre. Em seguida, a grade contendo a amostra foi levada para estufa e seca
a 70 °C por 12 h. O didmetro aproximado dos MWCNT-COOH foi medido manualmente

pelo software ImageJ (Wayne Rasband) a partir da imagem gerada pela microscopia.

4.5 CULTIVO DE CELULAS

Células-tronco (primarias) mesenquimais (CTM) isoladas de polpa dentaria
humana foram obtidas do Biobanco de Genética Humana e Terapia Celular (GENETEC)
da UFJF, com aprovacdo do Comité Nacional de ética em Pesquisa (022/2015). A
caracterizacao prévia foi realizada por citometria de fluxo, e estas células foram positivas
para os marcadores embrionarios OCT4 e Nanog e marcadores de células-tronco

mesenquimais Nestin e CD105, enquanto foram negativas para marcadores de células-

41



tronco hematopoiéticas CD31 e CD34 (FERREIRA et al., 2019; ZANETTE, 2016). As
CTMs foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% (v/v) de
SFB e 1% (v/v) de antibidtico penicilina-estreptomicina. A seguir, as células foram
transferidas para uma incubadora Thermo Scientific Forma Series 3 Water Jacketed CO:2
Incubator (Themo Scientific, EUA) com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO:2 a
37°C. Para plaquear devidamente a densidade celular necessaria para cada tipo de
ensaio, o meio de cultura foi retirado e reservado, as células foram lavadas com 500l de
PBS 1x (pH 7,2), e tratadas com 300ul de tripsina + EDTA. O meio reservado foi reposto

para inativar a agao da tripsina.

4.6 EXPOSIGAO CELULAR AOS MWCNT-COOHs PARA ENSAIOS DE
CITOTOXICIDADE

As CTM foram expostas a diferentes concentragdes: 0 ug/mL (controle); 0,1
pg/mL; 1 pg/mL; 10 pg/mL; 50 yg/mL e 100 pg/mL de MWCNT-COOHSs dispersos em
DMEM/F12 suplementado com 10% (v/v) de SFB e 1% (v/v) de antibiético penicilina-

estreptomicina.

4.7 ANALISE DE CRESCIMENTO E MORFOLOGIA CELULAR

Apos as CTM serem plaqueadas em placas de 6 pogos (aproximadamente
3x103 células por pogo), estas foram expostas, no dia conseguinte, aos tratamentos de 0
pg/mL; 0,1 ug/mL; 1 pg/mL; 10 pg/mL; 50 yg/mL e 100 uyg/mL de MWCNT-COOHs em
DMEM/F12 suplementado pelos tempos de 24, 48 e 72h. Em seguida, as células foram
analisadas e fotografadas por microscopia de luz invertida no microscopio Zeiss
PrimoVert (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). O perimetro celular foi medido
manualmente pelo software Imaged (Wayne Rasband), gerando automaticamente a area
celular. Cada tratamento obteve um N amostral variando entre 80 e 100 células, medidas

de, no minimo, cinco campos diferentes.
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4.8 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

A analise de viabilidade celular foi feita pela marcagdo com o lodeto de
Propideo, uma sonda fluorescente intercalante de DNA, por citometria de fluxo. Para
tanto, as CTMs foram plaqueadas em placas de 6 pogos (aproximadamente 3x10*
células/pogo) Apds, passaram por exposicdo aos MWCNT-COOHs nas concentragdes
de 0 ug/mL; 0,1 ug/mL; 1 ug/mL; 10 pg/mL; 50 pg/mL e 100 ug/mL pelos periodos de 24,
48 e 72 h. O experimento foi realizado em duplicata, com o minimo de duas repeti¢cdes
por tratamento. A células CTMs foram lavadas com PBS 1x e tripsinizadas (tripsina-
EDTA) por aproximadamente 3 minutos para se destacarem do fundo da placa. Entao,
as células foram coletadas por centrifugacédo a 1500 rpm por 5 minutos. Por fim, foi
adicionado 475 uL de PBS 1x e, no momento das analises em um citbmetro CytoFLEX S
(Beckman Coulter, EUA), mais 25 yL de lodeto de Propideo (50 pg/ml).

4.9 ANALISE DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL

O ensaio MTT, de reducgao do corante metil tiazol tetrazélio, foi realizado para
andlise da atividade mitocondrial, assim como proposto em guidelines para testes da
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development, TGs 439 e 492). Para
este ensaio foi feito o plaqueamento de 3x103 células/pogo, em placas de 96 pogos. Apds
24 h as células foram expostas aos MWCNT-COOHSs nas concentragdes de 0 ug/mL; 0,1
pg/mL; 1 pg/mL; 10 pyg/mL; 50 pyg/mL e 100 ug/mL durante 24, 48 e 72 h. Para cada

tratamento havia 6 repeticdes e o ensaio foi realizado em duplicata.

Apos a exposicao, o meio foi retirado e as células incubadas com meio de
cultivo contendo MTT (solugao estoque 5 mg/mL) a 10% (v/v), durante 4 h. A seguir, esse
meio foi retirado para adicao de Isopropanol-acido (0,04 M HCI) a fim de diluir o formazam
formado para a leitura de densidade Optica no espectrofotometro (Varioskan Flash
Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 570 nm. Os valores de absorbancia

também foram corrigidos por pogo contendo apenas MWCNT-COOHSs.

43



4.10 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

O ensaio de SOD (superoéxido dismutase), para analise do estresse oxidativo
nas células, foi realizado plaqueando-se uma densidade de 5x103 células por pogo, em
placas de 96 pocos e apos 24h foram expostas aos MWCNT-COOHSs nas concentragdes
de 0 ug/mL; 0,1 pg/mL; 1 pg/mL; 10 ug/mL e 50 ug/mL e 100 pg/mL, sendo 3 repeti¢cdes
por grupo e o ensaio em duplicata. Apos o periodo de 24, 48 e 72h de exposigao foi
realizado o ensaio de SOD Kit 19160 (Sigma-Aldrich, EUA), conforme o protocolo para

analise do SOD intracelular disponibilizado pela Sigma-Aldrich.

4.11 ANALISE DE GENOTOXIDADE

A fim de avaliar o potencial genotoxico dos MWCNT-COOHs foi realizado o
ensaio de micronucleo de acordo com o protocolo adaptado da OECD (TG 487) para

testes quimicos in vitro, padronizado para as NPs, em células de mamiferos.

As células-tronco foram cultivadas em meios de cultura DMEM-F12, com 10%
(v/v) de SFB e 1% (v/v) de antibidtico em placas de 6 pogos, em uma densidade de 3 x
104 células por pogo, em estufa umidificada, 5% de CO2 a 37° C. Apds 24h de semeadas,
as células foram expostas aos MWCNT-COOHs nas concentragbes de 0 pug/mL; 0,1
pg/mL; 1 ug/mL; 10 yg/mL e 50 pg/mL e 100 ug/mL, sendo 3 repetigdes por grupo, pelo
periodo de 24h de exposigado. Todos os tratamentos receberam Cyto B (Sigma-Aldrich,
EUA) a 3 ug/mL para garantir a formacéo de células binucleadas, ao impedir a concluséo
da citocinese. Além disso, houve o preparo de trés controles positivos com células
cultivadas na presenca de ciclofosfamida (agente clastogénico), Metil Metano Sulfonato

(MMS- agente clastogénico) e Colchicina (agente aneugénico).

Apo6s o periodo de 24 h de exposig¢ao (0 que configura o tratamento longo,
segundo o protocolo da OECD (TG 487)), as células foram fixadas e as laminas
preparadas para posterior observacado ao microscopio de luz. Inicialmente, as células
cultivadas in vitro foram tripsinizadas e centrifugadas a 120g por 5 min. A seguir, 0

sobrenadante foi descartado e adicionado 300 pL de KCI (0,075 M) e novamente
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centrifugado a 1000 rpm durante 5 min e o sobrenadante descartado ao final.
Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 100 pL do fixador Carnoy | (etanol:
acido acético, 3:1 (v/v)), e a seguir o esfregaco foi realizado. Apds a secagem das
laminas, as mesmas foram colocadas por 10 seg na solugao diafanizadora (45%(v/v) de
acido acético em agua destilada), em seguida as laminas foram coradas com Giemsa

(Sigma-Aldrich, 0.4% p/v em Metanol) 5% (v/v) em agua deionizada por 10 min.

Durante a analise das laminas foi contabilizado o numero de células
binucleadas, mononucleadas e multinucleadas (o total de 500 células por grupo) a fim de
obter o indice de Proliferacédo de Bloqueador de Citocinese (CBPI), o qual estima o
numero médio de nucleos por célula, indicando se estava ocorrendo a proliferagao celular
e o indice de Replicacdo (RI). O Rl indica o nimero relativo de ciclos celulares por células
durante o periodo de exposicdo comparadas com o controle e pode ser utilizada para
calcular a porcentagem de citostasia (inibicdo do crescimento celular) (TG 487-OECD,
2014). Enquanto para a determinagao da frequéncia de micronucleo, foram analisadas
2000 células binucleadas por grupo, distinguindo entre com ou sem micronucleo. O

experimento foi realizado com 3 repeticées por tratamento e em duplicata.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados gerados pelas analises de morfologia celular, viabilidade celular,
atividade mitocondrial e estresse oxidativo foram submetidos a analises estatisticas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, CA, EUA). Os testes de
Analise de Variancia one-way ANOVA com valores significativos, foram seguidos de post
hoc Tukey para comparagao de médias. Para a analise de micronucleo foram realizados
testes de qui-quadrado. Para todas as analises, valores de p<0,05 foram considerados

significativos. Os resultados foram apresentados como médias * erro padrao da média.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZAGAO DOS MWCNT-COOHs
5.1.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A técnica de FTIR foi utilizada para caracterizar os MWCNTSs funcionalizados
com grupos carboxila (-COOH) e detectar as ligagbes quimicas presentes na estrutura
pela vibragao dos atomos durante a exposi¢ao a radiagao infravermelho. A Figura 2, com
espectro na regido entre 500 e 3000 numeros de onda/cm-!, mostra o pico em 1734 cm-
. que representa a vibragéo e elasticidade da ligagdo C=0 referente a funcionalizagéo
desse NM (MONTANHEIRO et al., 2014, TAN et al., 2014, MALLAKPOUR et al., 2014).

Figura 2. Espectro na regido do Infravermelho obtido para o nanotubo

de carbono parede multipla funcionalizado com carboxila (MWCNT-
COOH).
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O Pico em 1391 cm™' corresponde a elasticidade de grupos hidroxila (-OH), também
provenientes da carboxilagdo (MISHRA et al., 2015). O pico visto em 1643 cm™ é

referente as ligacbes entre carbonos, confirmando a estrutura grafitica observada em
NTCs (ZHAO et al, 2013; FATIN et al., 2014).
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5.1.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman realizada na amostra foi utilizada para caracterizar a
composi¢cdo quimica dos MWCNT-COOHs. A Figura 3 apresenta a faixa de
deslocamento Raman, em cm-, entre 0 e 3500. Observa-se as bandas caracteristicas de
estruturas grafiticas: a banda D, referente a distor¢cbes das ligagbes estruturais em 1323
cm'; a banda G, referente as vibragbes atdmicas dos atomos de carbono uns contra os
outros em 1587 cm'; e a banda D’, em 2642 cm™' (JORIO et al., 2003).

Figura 3. Espectroscopia Raman obtida para nanotubos de carbono
funcionalizados com grupos carboxilicos (MWCNT-COOHSs). Os picos em 1323

cm, 1587 cm™ e 2642 cm™' correspondem as bandas D, G e D’ referentes ao
MWCNT.
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5.1.3 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

A microscopia de forga atdmica, realizada para confirmag¢ao da morfologia dos
MWCNT-COOHSs (Figura 4), mostrou o formato alongado comum em NTCs e o didmetro
entre 10 e 20 nm.
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Figura 4. Microscopia de Forga atdbmica de nanotubos de carbono multicamadas
funcionalizados com grupos carboxila (MWCNT-COOHSs), confirmando o formato
alongado deste NM com didmetro de 10 a 20 nm.

5.1.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrénica de transmisséo foi realizada para caracterizacao
fisica do NM e comprovou a estrutura de nanotubos dos MWCNT-COOHSs (Figura 5).
Além disso, € possivel observar que estes apresentam diametro médio de 17,7 nm e

algumas regides de inconsisténcia e que sugerem uma superficie irregular (circulos
pretos tracejados).
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Figura 5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo de nanotubos de carbono
multicamadas funcionalizados com grupos carboxila (MWCNT-COOHSs), confirmando
a forma de tubo deste NM. Circulos pretos tracejados apontam regides irregulares da
superficie.

5.1.5 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

O espalhamento de luz dinamico foi realizado para caracterizacdo do MWCNT-
COOHs a fim de obter o didmetro hidrodinamico e PZ, nas concentragdes de 0,1 ug/mL;
1 pg/mL; 10 pg/mL; 50 pyg/mL e 100 pg/mL. Os resultados obtidos sobre o didmetro
hidrodinamico (Tabela 1) dos MWCNT-COOHs mostram valores elevados para todas as
concentragdes quando a disperséao € feita em agua deionizada (valores entre 1.575,3 nm
e 5.589,0 nm) e DMEM/F12 (valores entre 1.198,3 nm e 3.752,7 nm). Contudo, o didametro
hidrodindmico decai significativamente quando se acrescenta SFB a suspenséao (valores

entre 62,7 nm e 211,4 nm), principalmente nas concentragdes menores (0,1 ug/mL = 86,7
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, 1 yg/mL = 90,4 e 10 yg/mL = 62,7). Assim, observamos um didametro hidrodinamico

crescente em fung¢ao da concentracao.

Tabela 1. Diametro hidrodinamico (nm), indice de Polidispersdo (IPD) e Potencial Zeta (mV)
obtidos por Espalhamento de Luz Dinamico.

Meio de Diametro Potencial Zeta
Dispersao Tratamentos  hidrodinamico IPD (mV)
(nm)
0,1 pg/mL 1.575,3 + 957,0 0,9%0,1 0,2+0,9
1 pg/mL 2.989,3 + 309, 1 0,5%0,1 14,6 £2,0
Agua Deionizada 10 yg/mL 2.562,0 + 477,7 0,9+0,2 12,6 +0,8
50 pg/mL 5.589,0 + 1.551,4 0,5+0,4 21,0£1,0
100 pg/mL 4.125,0 + 859,3 0,5+0,3 -18,10,8
0,1 pg/mL 1.198,3 + 257,8 0,6+0,2 6,0£0,2
1 pg/mL 1.209,7 + 204,6 0,7+0,1 12,2+0,4
DMEM/F12 10 pg/mL 2.579,3 + 342,3 0,4%0,1 96407
50 pg/mL 3.752,7 + 395,7 1,0 £0,0 14,805
100 pg/mL 2.776,3 +310,5 0,2%0,1 27,8+1,0
0,1 pg/mL 86,7 + 36,0 0,3+0,2 93402
DMEM/F12 1 pg/mL 90,4 + 34,5 0,4+0,2 9,8+1,1
SF+B 10 pg/mL 62,7 +22,4 0,6+0,2 -11,5+0,9
50 pg/mL 161,2 + 54,7 0,8+0,2 13,107
100 pg/mL 211,4% 157 0,90, 13,406

Os valores de IPD (grau relativo de espalhamento em relagdo a média do
diametro hidrodindmico) (Tabela 1) variaram entre 0,2 e 1,0, com a maioria mantendo um
nivel intermediario de polidisperséo (0,32IPD <0,6). Os tratamentos de 0,1 yg/mL e 10
pMg/mL em agua deionizada, 1 ug/mL e 50 pg/mL em DMEM/F12, 50 pg/mL e 100 ug/mL
em DMEM/F12+SFB demonstraram uma distribuicdo heterogénea (IPD=0,7). O
Tratamento de 100 pyg/mL em DMEM/F12 e o de 0,1 pg/mL em DMEM/F12+SFB
apresentaram uma populacao de diametro hidrodinamico monodispersa (20,3) (DANAEI

et al., 2018), com caracteristica homogénea (IPD de 0,2 e 0,3, respectivamente).

Os resultados do PZ (Tabela 1) em pH 7,1 demonstram, na maioria, valores

negativos. Dentre os grupos avaliados, o que se mostrou mais estavel foi o de 100 ug/mL
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suspenso em DMEM/F12 (PZ = -27.87 mV). Além disso, observamos uma queda no valor

de PZ em fungédo do aumento da concentragdo de MWCNT-COOH.

5.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
5.2.1 ANALISE DE CRESCIMENTO E MORFOLOGIA CELULAR

A analise de morfologia celular foi realizada por microscopia de luz. As Figuras
6, 7 e 8, em objetiva de 10X, mostram o crescimento e morfologia de CTMs apds
exposicao aos MWCNT-COOHSs. Verificou-se que as células cresceram em monocamada
aderente e mantiveram a morfologia tipica destes tipos celulares nos tempos de 24h
(Figura 6), 48h (Figura 7) e 72h (Figura 8).

Figura 6. Analise de morfologia por microscopia de luz invertida. As imagens feitas em objetiva
de 10X mostram CTMs em crescimento em monocamada aderente nas concentragdes de (a) 0
pg/mL, (b) 0,1 pg/mL, (c) 1 pg/mL, (d) 10 pg/mL, (e) 50 pg/mL, (f) 100 pg/mL de MWCNT-COOHSs
apos 24h de exposicao. Agregados de MWCNT-COOHSs estdo apontados por setas.
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Figura 7. Analise de morfologia por microscopia de luz invertida. As imagens feitas em objetiva
de 10X mostram CTMs em crescimento em monocamada aderente nas concentracdes de (a) 0
pg/mL, (b) 0,1 pyg/mL, (c) 1 yg/mL, (d) 10 pg/mL, (e) 50 pg/mL, (f) 100 pg/mL de MWCNT-COOHSs
apos 48h de exposigcao. Agregados de MWCNT-COOHSs estao apontados por setas.

Figura 8. Analise de morfologia por microscopia de luz invertida. As imagens feitas em objetiva
de 10X mostram CTMs em crescimento em monocamada aderente nas concentragdes de (a) 0
pg/mL, (b) 0,1 pg/mL, (c) 1 pg/mL, (d) 10 pg/mL, (e) 50 pg/mL, (f) 100 pg/mL de MWCNT-COOHSs
apos 72h de exposicao. Agregados de MWCNT-COOHSs estdo apontados por setas.
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Na Figura 9 é possivel observar agregados de MWCNT-COOHs. Os
agregados mais visiveis e de maior tamanho tendem a estar em contato e a interagir com

as CTMs, como apontado por setas na Figura 9B.

Figura 9. Analise de morfologia por microscopia de luz invertida. As imagens feitas em objetiva
de (a) 4x e (b) 40x mostram CTMs em crescimento em monocamada aderente e interagindo com
agregados (apontados por setas) de MWCNT-COOHs.

Apesar da morfologia tipica ter se mantido, foi possivel verificar que, nos trés

tempos, a area celular (um?) sofreu uma redugdo em alguns tratamentos em comparagao
ao controle (Tabela 2). Nos periodos de 24 e 72h apenas as concentragdes de 50 e 100
pg/mL tiveram uma redugao da area celular em comparagédo ao controle (p<0,05). No
tempo de 48h os MWCNT-COOHSs induziram alteragdo da area celular em todos os

tratamentos, exceto o de 1 yg/mL (p>0,05).

Tabela 2. Médias das areas celulares em pm? em fungéo da dose e tempo de analise de morfologia
por microscopia de luz, em relacdo ao tamanho da area celular. A area celular foi medida
manualmente através do programa Imaged (Wayne Rasband). Médias que nao diferem entre si
estado representadas pelas mesmas letras.

24h 48h 72h
0 pg/mL 621 um?+ 37,6 2 638 ym?+ 30,9 @ 556 um?+ 27,2 @
0,1 yg/mL 560 pm?+ 27,0 2 513 ym? £ 26,3 ° 537 um? + 30,3 &
1 pg/mL 564 um? £ 27,0 @ 561 pm?2z 27,3 2 482 pm? £ 19,7 2
10 pg/mL 512 pm?+ 27,7 % 517 um2 23,5 480 pm?+ 20,6 ®
50 uyg/mL 482 ym?+26,1 ° 432 ym?+ 22,3 bed 444 ym? £ 19,7 °

100 pg/mL

473 um?+ 24,4 °

399 ym?+ 19,9 ¢

461 pm2£ 22,2




Absorbancia em nm

54

5.2.2 ANALISE DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Os resultados do ensaio de MTT para avaliar a atividade mitocondrial das

CTMs incubadas com diferentes concentracbes de MWCNT-COOHs (Figura 10)
mostraram que os tratamentos (0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 yg/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL)

reduziram a atividade mitocondrial (p<0,05) nos trés tempos de incubacao (24h, 48h,
72h).

Figura 10. Andlise de atividade mitocondrial realizada por ensaio de MTT para os tempos
de (a) 24h, (b) 48h e (c) 72h de incubagao das células expostas as concentragdes de 0
pg/mL, 0,1 ug/mL, 1 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL de MWCNT-COOHs. Médias
que nao diferem entre si estao representadas pelas mesmas letras.
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5.2.3 ENSAIO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SOD

A andlise da atividade da enzima SOD foi realizada para obter
informagdes quanto a possibilidade das células estarem sob estresse oxidativo causado
pela interagdo com os MWCNT-COOHSs. O resultado deste ensaio (Figura 11) mostra que
nao houve variagao (p>0,05) na atividade da enzima SOD nos diferentes tratamentos (0,1
pg/mL,n1 pyg/mL, 10 ug/mL, 50 pg/mL, 100 yg/mL de MWCNT-COOHSs) em comparagao

ao grupo controle (0 pg/mL).
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Figura 11. Analise da atividade da enzima SOD para os tempos de (a) 24h, (b) 48h e (c) 72h de
incubagao das células expostas as concentragdes de 0 pg/mL, 0,1 ug/mL, 1 yg/mL, 10 yg/mL, 50

pg/mL, 100 pg/mL de MWCNT-COOHs. Médias que nao diferem entre si estao representadas pelas
mesmas letras.
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5.2.4 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Os resultados do ensaio de citometria de fluxo (Figuras 12, 13, 14 e 15) por
marcag¢ao com lodeto de Propideo mostram que nenhum dos tratamentos (0,1 pyg/mL, 1
pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL) de MWCNT-COOHs diminuiram a viabilidade

celular (p>0,05) quando comparados ao grupo controle.

Figura 12. Andlise estatistica da viabilidade celular por citometria de fluxo com marcagéo por
iodeto de propidio para os tempos de (a) 24h, (b) 48h e (c) 72h de incubagéo das células
expostas as concentragées de 0 ug/mL 0,1 pyg/mL,n1 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL
de MWCNT-COOHs. Médias que nao diferem entre si estdo representadas pelas mesmas
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Figura 13. Graficos PE-A x FSC-A de citometria de fluxo com marcagao por
iodeto de propidio para o tempo de 24 h de exposi¢cao das CTMs aos tratamentos
a) 0 yg/mL, b) 0,1 pg/mL, c) 1 yg/mL, d) 10 pg/mL, e) 50 pg/mL, f) 100 pg/mL de
MWCNT-COOHs.
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Figura 14. Graficos PE-A x FSC-A de citometria de fluxo com marcagéo por
iodeto de propidio para o tempo de 48 h de exposi¢cdo das CTMs aos tratamentos
a) 0 yg/mL, b) 0,1 ug/mL, c) 1 ug/mL, d) 10 ug/mL, e) 50 yg/mL, f) 100 ug/mL de
MWCNT-COOHSs.
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Figura 15. Graficos PE-A x FSC-A de citometria de fluxo com marcagéo por iodeto
de propidio para o tempo de 72 h de exposicao das CTMs aos tratamentos a) 0
pg/mL, b) 0,1 pg/mL, c) 1 pg/mL, d) 10 pg/mL, e) 50 yg/mL, f) 100 uyg/mL de
MWCNT-COOHs.

4 . :
A e | Tb) o | o
5 FNEE

3 : 3 I

_(c) T 4.(;:
.C‘:.»‘ 2y

o 200 400 800 800 10K 0 200 400 600 800 10K o 200 400 600 800 10K
FSC-A FSC-A FSC-A

96.4 96.5

0 200 400 500 800 1.0K 0 200 400 800 800 10K 0 200 400 800 800 10K
FSC-A FSC-A FSC-A

5.3 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE POR MICRONUCLEO

Os resultados do teste de genotoxicidade por andlise de micronucleo (Tabela
3) mostraram que as células expostas aos MWCNT-COOHs nao tiveram alteracao na

frequéncia de micronucleo quando comparada ao grupo controle (p>0,05).

Tabela 3. Ensaio de Micronucleo para teste de Genotoxicidade mostrando a média
€ erro padrao da média da frequéncia de micronucleos em CTMs tratadas com 0
pg/mL, 0,1 ug/mL, 1 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 yg/mL de MWCNT-COOHSs
para o periodo de 24h de exposigao.

Tratamentos | Micronucleos
0 pug/mL 2,7+14
0,1 ug/mL 7,3+1,8
1 pg/mL 47+0,3
10 pg/mL 53+28
50 ug/mL 6,3+1,8
100 pg/mL 2,6+0,8




Dados relativos aos valores de indice de proliferagdo do bloqueio da citocinese
(CBPI) podem ser observados na Tabela 4. Verificou-se que o CBPI das células expostas

aos MWCNT-COOHSs nao diferiu (P>0,05) em relagao ao grupo controle.

Tabela 4. Valores de CBPI para as CTMs expostas por 24h aos MWCNT-

COOHs.
Tratamentos | Valor de CBPI

0 ug/mL 1,59
0,1 pg/mL 1,58

1 pg/mL 1,60

10 pg/mL 1,63

50 pug/mL 1,58
100 pg/mL 1,60

Podemos observar imagens representativas das laminas analisadas na Figura 16.
Foram observadas células binucleadas em todos os tratamentos, com a presenca de

micronucleo em algumas delas.

Figura 16. Imagem, em objetiva de 20x, representativa do ensaio de micronucleo em CTMs para o
(a) controle e para o (b) tratamento de 50 ug/ml e periodo de 24h de exposicdo. Setas pretas indicando
células binucleadas com presenga de micronucleo e seta laranja indicando agregado de MWCNT-
COOHs.

{a) {b)

25 uym 25 pm



6 DISCUSSAO

De forma geral, NTCs no estado diretamente pds-sintese, tem uma
composi¢ao quimica que consiste em grafite e impurezas oriundas deste processo.
Assim, sem modificacbes em sua superficie, apresentam insolubilidade acentuada em
meio aquoso, 0 que os caracterizam como hidrofébicos, dificultando sua dispersao ja que
tendem a formar agregados devido as interagdes de Van der Waals (TRINH et al., 2017).
Nesse sentido, para solucionar esta questdo e melhorar a solubilidade e
biocompatibilidade deste NM, torna-se necessario modificar a superficie de NTCs com
funcionalizagdes quimicas. Tratamentos quimicos para este fim sdo efetivos por
promoverem maior interacdo entre os atomos dos NTCs e das moléculas do fluido
(TRINH et e al., 2017). A carboxilagdo dos MWCNTs tém sido um método comumente
utilizado para modificagdo das cargas de superficie do NM e para sua dispersao (BAI et
al., 2016). Assim, para confirmar a presenga dos grupos carboxila na superficie do
MWCNT utilizado neste trabalho, foi realizado uma caracterizagcdo por espectroscopia
infravermelho. O resultado do FTIR mostra um pico baixo em 1734 cm™ referente a
vibragao e elasticidade da ligagdo C=0 e um pico em 1391 cm' relacionado a ligagao C-
O-H presentes na carboxilacdo. Picos observados em comprimentos de onda
aproximados e relativos a essas ligagdes também foram reportados em outras amostras
de MWCNT-COOHSs (SILVA et al., 2012; ZHAO et al, 2013; FATIN et al., 2014; YJLDRJM
& SECKIN, 2014). A observacao destes dois picos para um mesmo grupo quimico &
devido a direcao em que se encontram ligados as paredes. Adicionalmente, o pico em
1643 cm™' é caracteristico da rede hexagonal formada por carbonos na folha de grafeno
que forma o NTC (SILVA et al., 2012; ZHAO et al, 2013; FATIN et al., 2014; YJLDRJM &
SECKIN, 2014). Os dados de FTIR do ponto de vista da funcionalizagdo séao
convergentes com os valores observados de PZ, que apresentaram valores negativos

devido as cargas provenientes dos grupos carboxila na superficie dos MWCNTSs.

A espectroscopia Raman é uma ferramenta amplamente utilizada na
caracterizacdo quimica dos NTCs. No presente estudo, as caracteristicas mais
importantes a serem observadas na Figura 3 sdo a banda D em 1323 cm™'; a banda G
em 1587 cm™'; e uma segunda banda D de menor intensidade, a banda D’, em 2642 cm-

. Estes resultados s&o convergentes com os da literatura que mostram a banda D,
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referente a carbonos amorfos e alteragio na estrutura hexagonal, entre 1320-1370 cm™"
(JORIO et al., 2003; MURPHY et al., 2006; WEPASNICK et al., 2011; SILVA et al. 2012).
Este modo D parece ser induzido em um processo duplo de ressonancia e a intensidade
relativa desta banda pode fornecer evidéncia direta de modificagcdo covalente e
concentragao de modificagdes na estrutura de NTCs (MURPHY et al., 2006). Por outro
lado, a banda G tangencial em um intervalo entre 1530 e 1610 cm-', consiste no modo
ativo tangencial, no qual o espalhamento Raman (as vibragdes) dos atomos de carbono
€ um contra o outro e induzido por um processo RAMAN ressonante unico (JORIO et al.,
2003; MURPHY et al., 2006).

Apesar da ampla caracterizagao quimica de NTCs por espectroscopia Raman,
a maioria das caracteristicas deste espectro que diferenciam a estrutura do grafite da
estrutura dos MWCNTs ndo sao evidentes. A banda G, como dito aqui anteriormente, é
relativa as vibragbes dos atomos de carbono da estrutura grafitica (e por isso a banda
recebe o nome de G). Um pico unico e intenso. Por outro lado, em SWCNTSs, nota-se
uma banda G com dois picos (G+ e G-), diferenciando estes nanotubos de um grafite. A
aparéncia de pico unico da banda G em MWCNTSs ocorre devido aos maiores e varios
tamanhos de diametros formados pelas camadas concéntricas de grafite que
caracterizam este nanotubo (JORIO et al., 2003; MURPHY et al., 2006).

Além disso, nesta analise (Figura 3) foi possivel observar uma alteragao na
intensidade Raman na regido de comprimentos de onda de baixa frequéncia (100-200
cm™), referente ao Modo Radial de Respiragdo (Radial Breathing Mode - RBM) dos
atomos de carbono. RMBs estdo fortemente associados ao didmetro mais largo
proveniente das multiplas camadas dos MWCNT (MURPHY et al., 2006; RABELO et al.,
2016).

Os dados de espectroscopia Infravermelho e Raman convergentes ao
confirmarem a composicao quimica dos MWCNTs. E porque estas sdo técnicas
complementares, a espectroscopia de infravermelho confirma a presenga de grupos

COOHs adsorvidos na superficie deste NM.

Os resultados das microscopias de forga atdmica (Figura 4) e eletrbnica de

transmissdo (Figura 5) para caracterizagdo morfolégica do NM comprovaram a
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morfologia de nanotubos dos MWCNT-COOHSs. Ainda, € possivel observar que estes
apresentam comprimento aproximado de 2000 nm (2 um) e didametro médio de 17,7 nm.
Estas dimensdes estdao de acordo com o reportado na literatura (NAGAI et al., 2011;
OMRANI et al., 2019). As dimensdes apresentadas por estes MWCNT-COOHs podem
contribuir para uma boa viscosidade de scaffolds, ja que esta caracteristica esta
associada ao tamanho e a relagdo altura/comprimento que influenciam o movimento
Browniano. Uma boa viscosidade € uma caracteristica importante para aplicagdes em
bioengenharia tecidual, uma vez que permite transporte de moléculas e gases por
materiais fluidos (KUMAR et al., 2012; LI et al., 2012; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al.,
2015). Assim como reportado por Omrani (2019), MWCNT-COOHs com uma menor
proporcado comprimento/didmetro proporcionam maior viscosidade aos nanofluidos.
Adicionalmente, € possivel observar algumas regides de irregularidades e que sugerem
alteracdes nas superficies dos MWCNT-COOHSs. As alteragdes na superficie podem ser
correlacionadas com a intensidade da banda D observada na espectroscopia Raman
(Figura 3). Wepasnick e colaboradores (2011) relataram sobre a interrelagdo entre
oxidantes fortes para adicdo de grupos COOHSs, quantidade destes grupos ligados a
parede do MWCNT e irregularidades na superficie e aparecimentos de carbonos amorfos
com a intensidade da banda D. Trinh e colaboradores (2017) ja relacionaram o aumento
no tempo de processamento de funcionalizagao por tratamentos quimicos por ligagdes
covalentes (acidificagao e oxidagao), como € o caso da ligagado de COOHSs na superficie
dos MWCNT, com o aumento destas alteragdes e a banda D da espectroscopia Raman.
Ainda, de acordo com Wepasnick e colaboradores (2011), as irregularidades na

superficie podem indicar os locais onde estdo os grupos -COOH da funcionalizagao.

Para se ter conhecimento a respeito das caracteristicas dispersivas e
comportamento coloidal dos MWCNT-COOHSs foram realizados os ensaios de DLS e de
motilidade eletroforética e, para saber o impacto das moléculas do meio na dispersao,
diferentes concentragdes deste NM foram dispersos em trés tipos de meio: agua
deionizada, DMEM/F12 e DMEM/F12 + 10% (v/v) SFB. Os didmetros hidrodindmicos
exibidos na Tabela 1 mostram que houve agregagdo em fungédo da concentragdo dos
MWCNT-COOHs e tratamentos dispersos em &agua deionizada e DMEM/F12
apresentaram agregados maiores. Contudo, DMEM/F12 + 10% SFB se mostrou mais

eficiente na dispersao desse NM, pois foi 0 meio com os menores valores de diametro
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hidrodindmico. De forma geral, a dispersao foi melhor nas concentra¢des de 0,1 pg/mL,
1 yg/mL e 10 yg/mL MWCNT-COOHs em DMEM/F12 + 10% SFB, mantendo valores de
tamanho hidrodinamico menores que 100 nm. Isso deve-se as proteinas presentes no
SFB, principalmente a albumina, e outros constituintes do meio de cultura que podem
influenciar o comportamento relacionado a agregacgéao e disperséo dos NMs (JEMEC et
al., 2016; ZHANG et al., 2019). A albumina tende a formar uma corona proteica ao redor
dos NTCs, interagindo eletrostaticamente com os NTCs e os grupos carboxilicos livres.
A carboxilagdo permite ligagcbes com varias moléculas funcionais como farmacos,
oligonucleotideos, além de proteinas, diminuindo a hidrofobicidade dos MWCNT-COOHs.
Portanto, devido a formacéo da corona, ocorreu uma melhora no comportamento coloidal
dos MWCNT-COOHSs (BAl et al., 2016).

Ademais, quando a analise das concentracbes de MWCNT-COOHSs foi feita
dentro do mesmo grupo de meio de disperséo, pode-se notar que as concentragdes de
50 pg/mL e 100 pg/mL (as maiores do grupo de tratamentos) apresentaram maior
didmetro hidrodinamico. Neste caso, a formagéo de agregados pode ser devido a maior
disponibilidade de MWCNT-COOHSs na suspensao, aumentando as chances de encontro
entre eles. Esses dados estdo de acordo com trabalhos anteriores que demonstraram
que quanto maior a concentragdo, mais formagdo de agregados (BAEK & AN, 2011;
LEVARD et al., 2013; BAALOUSHA et al, 2016).

O PZ é um indice da magnitude da interagao eletrostatica entre as particulas
coloidais. Por isso, estudos sugerem uma mudanga de carga da superficie e PZ como
resultado da funcionalizac&o, indicando que isto pode fazer com que as particulas sejam
mais ou menos interativas (HAMILTON et al., 2018). A funcionalizagao que ja havia sido
confirmada por FTIR, também pode ser sugerida pelos valores negativos de PZ obtidos.
Os valores de PZ foram préximos dos encontrados em outros trabalhos que avaliaram
NTCs carboxilados, que apresentaram outras funcionalizagbes, ou néo funcionalizados
(HAMILTON et al., 2013; ZEINABAD et al., 2016; MUNK et al., 2016; HAMILTON et al.,
2018). Diferentemente, Bai et al. (2016) encontraram valores de PZ de NTCs
funcionalizados maiores que -35 mV, enquanto os n&o funcionalizados apresentaram um
PZ de aproximadamente -14 mV. Lee et al. (2007) encontraram resultados similares aos

de Bai et al. (BAI et al., 2016). Sugere-se, portanto, que as variagdes dos valores entre
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os PZs de MWCNT-COOHSs encontrados neste e nos diferentes trabalhos citados acima
deve-se as condi¢des de sintese, pureza, contaminantes provenientes da sintese, como
os catalisadores, pH do meio, quantidade de grupos funcionalizantes na superficie e

outros fatores.

Os dados de DLS obtidos neste trabalho sugerem que apesar do MWCNT-
COOH ser disperso em meio de cultura suplementado (DMEM/F12 + SFB + antibiético)
para aplicacdo dos tratamentos nas culturas in vitro, ainda ocorre formacédo de
agregados. Portanto, verifica-se que as forgas de Van der Waals superam as forgas
eletrostaticas de repulsdo, levando a diferentes graus de agregacdo dos MWCNT-
COOHs.

Os resultados da avaliagdo de morfologia celular (Figuras 6, 7 e 8) indicam
que as CTMs mantiveram sua forma tipica, em formato de fuso, similar a de fibroblastos,
passando por uma forma triangular e até mesmo achatada de forma estrelar (AMARAL
etal., 2019). Apesar da forma tipica de uma CTM ter se mantido em todos os tratamentos,
houve uma reducao da area celular aderida (Tabela 2), principalmente nos tratamentos
de maior concentragdo de MWCNT-COOHSs, em todos os trés tempos analisados. Esta
reducdo da area celular em crescimento em monocamada aderente deve estar
relacionada as interagdes dos MWCNT-COOHs com a membrana celular, o que também
pode ser observado nesta analise por microscopia de luz (Figura 9). Sabe-se que
MWCNTSs oxidados tendem a ficar adsorvidos na membrana de vesiculas compostas por
bicamadas lipidicas, que sao similares as membranas plasmaticas, interagindo com a
porcdo polar dos fosfolipidios (PEREZ-LUNA et al., 2018). Além disso, pode-se sugerir
uma correlagao entre a alteragdo de morfologia observada neste trabalho e uma possivel
diferenciacao celular. A predicao de diferenciacdo com base na morfologia das células ja
foi relatada anteriormente (KINO-OKA et al., 2009; KELLY et al., 2010; MATSUOKA et
al., 2013). Contudo, essa correlagao deve ser melhor estudada em experimentos futuros,
tal como analise de expressédo génica para marcadores celulares especificos, dentre

outros.

Os resultados da analise de atividade mitocondrial (Figura 7) mostraram que

todos os tratamentos que incluem incubacédo de CTMs na presenca de MWCNT-COOHSs,
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apresentaram uma formacgao reduzida de cristais de formazam. Isto indica uma atividade
mitocondrial menor em comparagdo ao grupo controle. Dados da literatura relatam
inducao da citotoxicidade por NTCs mediante diminuigcdo da atividade mitocondrial em
diferentes tipos celulares (URSINI et al., 2015; AMINZADEH et al., 2016; LOTFIPANAH
et al., 2019). Contudo, esta redugao € principalmente vista nos tratamentos de maior
concentracao, acima de 50 pg/mL. Dados anteriores revelaram que MWCNT-COOHSs
reduziram a atividade mitocondrial de células branquiais humanas nas concentragdes de
20, 40 e 100 yg/mL (URSINI et al., 2015). Diferentemente dos resultados encontrados
neste trabalho, as concentragées de 0,1 e 1 yg/mL n&o afetaram a atividade mitocondrial
de espermatozoides humanos (AMINZADEH et al., 2016) e concentragdes de até 250
pg/mL ndo diminuiram a atividade mitocondrial de células de linfoma de camundongos
(DEMIR & MARCOS, 2018). Células Jurkat (uma linhagem de linfocito T imortalizado
humano) ndo apresentaram redugao na atividade mitocondrial ao serem expostas a 100
pg/mL de MWCNT-COOHs (LOTFIPANAH et al., 2019). Diante disso, vemos que a
resposta celular aos MWCNT-COOHSs é especifica para cada tipo celular e para as

condicdes de exposicao.

A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é um dos mecanismos
de toxicidade dos NMs (WANG et al., 2014) e estes radicais livres produzidos causam
peroxidacgao lipidica da membrana celular devido a interagéo eletrostatica dos NMs com
as células, desse modo pode causar danos nas membranas celulares, entrada e
interacdo dos NMs com organelas intracelulares e macromoléculas biolégicas (HOU et.
al., 2018). Contudo, no presente estudo nao foi identificado altera¢des na atividade da
enzima SOD, principal enzima antioxidante em mamiferos, responsavel por neutralizar
anions superoéxido, combatendo o estresse oxidativo. Esses dados sugerem que os
MWCNT-COOHSs, nas concentragdes testadas, ndo alteraram o estado redox das células
CTMs cultivadas in vitro. Demir & Marcos (2018) também reportaram auséncia de
alteragdo na porcentagem de EROs intracelular, assim como mudangas na expressao
génica de marcadores relacionados ao estresse oxidativo foram inexistentes em células
de linfoma de camundongo expostas as concentragbes de até 250 pg/mL de MWCNT-
COOHSs por 24h. Por outro lado, Liu et al. (2012), relataram diminuigdo nos niveis da
enzima SOD em fibroblastos de pulm&o embrionario humano expostos as concentragdes

de MWCNT-COOHSs que variaram de 5 a 200 ug/mL, por 24h. Estas observagdes indicam
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que as respostas aos NMs, do ponto de vista da atividade da enzima SOD, variam com

o tipo celular e as condigdes testadas.

Os resultados da citometria de fluxo para investigagdo da viabilidade celular,
em acordo com os dados da atividade da SOD, ndo indicaram diminui¢do da viabilidade
de CTMs expostas aos MWCNT-COOHSs. Dessa forma, o presente estudo mostra que os
tratamentos aplicados as CTMs diminuem a atividade mitocondrial, contudo, sem levar a
morte das células. Por outro lado, estudos anteriores observaram que a concentragao de
100 pg/mL de MWCNT-COOH levou a morte de fibroblastos de camundongo (VUKOVIC

et al., 2009) e hepatdcitos fetais humano (LIU et al., 2013) por apoptose celular.

Além disso, a oxidagao e a aminacéo para fins de funcionalizagdo de MWCNTs
sao processos que reduzem o conteudo de metais provenientes da sintese do NM
(VUKOVIC et al., 2009). Assim, isso pode ser um fator adicional contribuinte para que o
MWCNT-COOH utilizado em interagdo com CTMs neste estudo n&do tenha gerado
mecanismos de citotoxicidade (dentre os aqui avaliados) além da redugao da atividade
mitocondrial e reducéo da area celular acima de 50 pg/mL. Contudo, Patlolla et al. (2010)
observaram altera¢des na viabilidade, danos ao material genético e morte celular em
fibroblastos da derme humana expostos a MWCNTSs funcionalizados de diversas formas.
Isso reforga a necessidade de se desenvolver, posteriormente, estudos toxicologicos in

vitro validados internacionalmente para avaliagao de toxicidades potenciais deste NM.

O CBPI é calculado baseando-se no numero de células mononucleadas,
binucleadas e multinucleadas encontradas nas células. Portanto, uma diminui¢do no
valor deste indice indica perda nas fungdes celulares e/ou morte celular (OECD, 2014).
A analise dos valores de CBPI (Tabela 4) mostram que as células estavam em processo
de divisao celular, confirmando os resultados de viabilidade celular por citometria de fluxo
para o periodo de 24h. Os resultados da frequéncia de micronucleos (Tabela 3) em
grupos de CTMs tratadas e ndo tratadas com MWCNT-COOHs sugerem que estes néo
levaram a formagao de micronucleos neste tipo celular, diante das condigdes testadas.
De acordo com os estudos de Szendi e Varga (2008), linfécitos humanos tratados com
1 mg/ml de SWCNT ou MWCNT nao apresentaram aumento na frequéncia de

micronucleos quando comparado ao grupo controle. Por outro lado, MWCNTSs causaram
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genotoxicidade por formagao de micronucleo em células epiteliais de pulméo de ratos
(MULLER et al., 2008). Em outro estudo, MWCNT funcionalizados e nao funcionalizados
também aumentaram a frequéncia de micronucleos em um tipo de resposta dose
dependente dos tratamentos que variaram de 0,25 a 0,75 mg/kg (PATLOLLA et al.,
2010). Assim, considerando que micronucleos sdo consequéncias da formagao de
fragmentos acéntricos ou cromossomos extras, os resultados deste ensaio indicam que
os MWCNT-COOHs né&o apresentaram efeitos clastogénicos ou aneugénicos nas

concentragdes testadas em CTMs de polpa dentaria humana.

Sugere-se que a divergéncia destes dados em comparagcao com o reportado
na literatura, pode estar relacionado com o fato de que diferentes tipos celulares variam
em suas atividades metabdlicas, receptores de superficie celular, interagdo com o NM e
reparagao do DNA (VEVERS & JHA, 2008). Portanto, os mecanismos de interacdo de
cada célula com o material genético também sdo variaveis com o tipo celular, levando a
diferentes padrbes de resposta genotdxica. Além disso, em um sistema bioldgico, a
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e toxicidade de NTCs dependem das propriedades
fisico-quimicas deste NM, como a funcionalizagdo, tamanho, agregacéo e pureza
(LINDBERG et al., 2009).

Em resumo, de acordo com as condi¢cdes experimentais do presente estudo,
0os MWCNT-COOHs ndo alteraram a é&rea celular aderida das células em baixas
concentragdes (0,1, 1 e 10 ug/mL) no tempo de 24 e 72h. Porém em altas concentragdes
(50 e 100 pg/mL) foi observada redugado da area celular. Os dados de MTT revelaram
que os MWCNT-COOHSs reduziram a atividade mitocondrial em todos os grupos testados.
Contudo, o ensaio de SOD mostrou que os MWCNT-COOHs nao causaram estresse
oxidativo nas CTMs, assim como a viabilidade celular avaliada por citometria de fluxo ndo

foi diminuida e o ensaio de micronucleo nao apresentou indicios de genotoxicidade.
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7 CONSIREDAGOES FINAIS

De modo geral, a exposicao dos MWCNT-COOHs nas CTMs ndo alterou a
viabilidade celular nem induziu genotoxicidade. Todavia, pesquisas futuras sé&o
necessarias para determinar os mecanismos pelos quais os MWCNT-COOH induzem
alteragdo da morfologia celular e metabolismo energético nesse modelo biolégico. Este
trabalho avaliou alguns parametros toxicologicos dos MWCNT-COOHs em CTMs,

fornecendo informagdes importantes para futuras aplicagdes seguras deste NM.
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de controles de nterferéneia, a fim de se
eliminar os possiveis impacios fisico-quimicos
das nancestruturas de carbono nos reagentes
de viabdidade, confribuindo assim para
veracidade dos resuftados.

Agéncias de fomento: CAPES, FAPEMIG,
CNPg, CNEM, INCT — Nanomateriais de
Carbono, Rede Macional de Manotoxicologia
{FURG), Rede SisMANOMCTIC.

NT 303 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE
DAS MANOPATICULAS DE DIOXIDO DE
TITANIO IN VITRO EM CELULAS CHO

Leonara B.F. Almeidal; Juliana T.C.
Siqueiral; Rafaella 5. 5. Zanette1; Eduarda
R. Oliveirai; Camila G. AlmeidaZ; Juliana C.

Gem2; Humberto M. Brand3o2; Michele
Munk1*

1 — Laboratorio de Manobictecnologia,
Diepartamento de Biologia, Instiuto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Juiz de Fora, MG, Brasil
2 —Laboratdrio de Manotecnologia, Embrapa
Gado de Leite, Juz de Fora. MG, Brasi.

. K sdut

Infroducio; As nanoparticulas de didxide de
titimio (NPTIO2) possuem propriedades fisico-
quimicas  especificas, como  absorgdo
utravioleta e fotocatalitica. Assim, & um dos
nanomateriais mais fabrcados no mundo,
podendo  ser aplicado em  cosméticos,
biomateriais ceramicos para  implantss e
terapia fotodinamica para cancer. Com a
crescente exposigao 3 NPTIOZ & necessario
estudar seu potencial citotdxico, logo o
objetivo  deste  estudo  foi awaliar a
citotoxicidade in vitro das NPTIO2 em cehilas
de owirio de hamster Chinés (CHO)
Metodologia: As MWPTOZ (JRCHMO1001a,
Comiss3c Europeia) foram caracterizadas
afrawés da espectroscopia Infravermelho (W)
e microscopia de forpa  atdmica  (AFM).
Posteriormente. foram dispersas em meio de
culura DMEM-F12 suplementado com 10%
de soro fetal boving & 1% de antbidtico e
sonicadas durante 16 min 3 400 W. Céhlas
CHO cultivadas em placas de B8 pogos com
DMEM-F12 suplementadc. em estufa com
atmosfera umidificada com 5% de CO2 a
A7°C  foram expostas por 24h as
concentraghes de 0,1; 1; § & 10pg/mL, em
seguida realizou-se o5 ensaic de MTT
(Sigma) e Superoxide Dismutase (30D,

Sigma). A leitura foi realizada em
espectofotbmetre a  570nm e 450nm,
respectivamentz.  Os  resultados  foram
submetidos 3 analise estatistica por ANOVA =
post-hoc  Tukey. Resultados: As  bandas
observadas no espectro do |V de 542cm-1 e
fiddem-1 estdo associadas a wibragdo das
ligagZes Ti-0, enguanto a banda de 3427cm-1
sugere @ presenga de  superficies  com
hidroxidas. As imagens por AFM revelaram
que as MNPTIO2Z estio sob  waradas
geometnias e formas. O ensain de MTT
mosiou que @ apenas a concentragde de
0, ipgimL alterou a atividade mitocondnal das
céhulas CHO (p<0,05), enguante 30 ensaio de
50D, nenhuma concentragdo afetou 3
atwidade dessa enzima (p=0,05). Conclus3o:
De acordo com as condigies expenmentais
testadas, as NPTIO2 afetaram a wiabilidade
celular na concentragao de 0, TpgmL, contudo
nenhum dos tratamentos causaram estresse
oxidative em células CHO.

Agéncias de  Fomento:  Programa
Institucional de Iniciagao Cientifica X20(
BICAUFJF  2017-2018; CNPg CAPES:
FAPEMIG; Rede Mineira de Pesguisa e
Inovacdo para Bicengenharia de
Nanossistemnas (RM PI-BEM) Processo Mo.
TEC - RED-00282-18; EMBRAPA Gado de
Leite, Inmetro & AGRONANC.

HT 204 CITOCOMPATIBILIDADE DE
MHANOTUBOS DE CAREONO
MULTICAMADAS CARBOXILADDS:
ANALISE EM CULTURA IN VITRO DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
HUMAMAS

Eduarda R. de Olivera"; Leonara B. F. de
Almeida"; Rafaella de 5. 5. Zanette®; Luiz. 0.
Ladeira®; Humberto de M. Brandao®, Michele

Munk®

' Departamento de Biologia. Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG.

* Departamento de Fisica, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG
* Laboratorio de Mancbiotecnologia, Embrapa

Gado de Leite, Juiz de Fora. MG.

Introdugac: Manotubos de carbone de parede
miftipla funciocnalizades (MWCNT-CO0H) =30
nanomateriais  constivides de  camadas
concéntricas de grafeno com grupos carboxia
ligados. 530 alrativos para  aplicagbes
biomedicas por apresentarem  condugdo

LIVRO DE RESUMOS

82



RESUMOS

térmica, eletrica & mecdnica, peso ultraleve,
resisténcia mecdnica, capilaridade & grande
supesficie de contate. Por isso, tomam-se
necessanes estudos para avalagdo dos
possiveis efeifes do MWCNT-COOH em
cébdas humanas. Porianto, o objetvo deste
trabalho fol avafiar a citocompatbidade em
células-fronco  mesenquimais  humanas
expostas aos MWONT-COOH, Metodologia: A
presenca de cargas supsrficiais dos MWCNT-
CO0H em meio de cultura celular (pH 7.4) foi
estimada por andlise do Potencal Zeta [FT)
utifzando DLS. As celulas-tonco de polpa
dentasia. humana foram expostas  as
concentragdes @ 0.1 10; 50; 100 pg'ml de
MWCNT-COOH por 24h para avalagdo da
maorfolegia celular por microscopia de Juz
invertida & viabilidade cefular pelo ensaio de
MTT. Os resultados foram  avaliados por
ANOVA, seguido o teste Tukey (pO0.05).
Assim, podemnos hipotetizar que os MWCNT-
COOH alteraram 3 morfologia das ciulas-
tronco, porém, ndo parsce ser um indicativo
de cilotoxicidade. pois a viabilidade celular fioi
mantida. Conclusao: Mas condipdes testadas,
a exposicdo in vito sos MWCNT-COCH nio
alters a wvisbilidade das celulas-ronco de
polpa dentara humana.

Agéncias de Fomento: CAFES, FAPEMIG,
ChMPg. Agronano, Reds Mineira de Pesquisa e
InovagSo para Bioengenharia d=
Manossstemas (RED-00232-18). EMBRAPA
Gado de Leite, PPGCBIC-UFJF.

NT 305 AVALIACAD DE PARAMETROS
BIOQUIMICOS E HISTOLOGIA DE FIGADO
DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS A
HANOESTUTURAS DAS PROTEINAS B-
LACTOGLOBULINA E LACTOFERRINA

Camila, Saraival ; Jane. CoimbraZ ; Harcia,
Martinzd ; Adenilson, Monteired ; Marcelo, dos
Santest ; Sérgio, da Mattal ; Lahys,
Portugal’

* Laboratonio de Operagdes e Processos,
Departaments de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerars. camiasarawvaadigmail com.
2 Laboratonio de Operagles & Processos,
Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais. jooimbrafinufy be.

3 Laboratorio de Mutrigho Experimental,
Departamento de Mutrgdo e Salide,

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais. horciadufy br
4 Colegio de apicagio CAp-COLUNI,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa.
Mmnas Gerais. ggmiuty br.
E Laboratorio o= Sintese de Agrogquirnicos,
Departaments de Quimica, Universidade
Federal ge Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

marcelo santos ity br.
i Laboratério de Biolegia Estrutural,
Departamento de Biologia Geral, Unversidade
Federal o= Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

smattadhyte br
TLaboratario de Operacdes & Processos,
Cepartamentn de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de \igesa, Vigosa,

Manotecnologia € um meio promissor de
renovagdo industrial. porém & necessario
estudar a toxicidade de seus produtes. Mo
infuity  de  avalar a ioxicdade desses
materiais. nancestruturas de profeinas do
soro de lede  bovino, f-lactogicbudinag e
lactofermina, produzidas por auto-assocagio
empregando a gelificazdo Bmica e ajuste de
pH, foram submetidas a um teste agudo em
ratos westar durante 15 dias, sendo analisado
histologicamente o figado e bioguimicamente
o sangue. Foram usados 50 ratos (n=
10/grupay Wistar machos, randomizados em
zinco grepos, com dieta e 3gua ad fbidum, Os
animais recebaram dosss de O, 30, 60, 80 e
120 mgikgidia das nanoestruteras por meic de
gavagem em dose diara de 500 pl. Apds a
administragdo, a variagio de FEs0 foi
observada a cada 2 dias. Apos eutandsia dos
animais, o figado foi pesado e analisado
histologicamente. O sangue foi coletado por
pungao cardisca pam anilises bioguimicas.
Os dados foram submetidos 3 andlise de
variancia [AMOVA) seguida pelo teste de
médias Stwdent-Newman-Keuls 3 5% de
probabiidade, uilizando o softiware Statistica
7 (p=0,05). Os pesos médios dos animars de
cada grupe se diferiram significativamente
{p=0.05} a partr do nono dia de gavagem,
sendo gue oS animais gue receberam a
dosagern de 30 mgkgidia apressntaram
maior média de peso. Nenhuma concentragio
das waraves bioquimicas [glicose, colssterol
total, HDL, LDL, triglicériges. TGO, TGP e
creatinina) nos  grupos se  diferiu
significatvamente (p<0,05) do controde, o que
pode ser um indicatve de gue o tratamento
apicade nio ocasiona aferagio o
funcionamento do crganisma dos animais. s
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