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RESUMO

Os nanotubos de carbono (NTCs) apresentam propriedades exclusivas que sdo de
grande interesse para a area de biotecnologia. A idéia de se utilizar NTCs como
carreadores de farmacos, adjuvantes para vacinas e biosensores, vem despertando
muito interesse da comunidade cientifica. No entanto, a biocompatibilidade e toxicidade
in vitro and in vivo dessas estruturas precisam ser investigadas. O objetivo desse
estudo foi determinar os efeitos dos nanotubos de carbono de paredes multiplas
(NTCPMs) carboxilados sobre células do sistema imunolégico. Para os testes in vitro,
esplendcitos e células da medula éssea foram isolados de camundongos BALB/c
fémeas. O grupo de células tratadas foi cultivado com suspensdes de NTCPMs
carboxilados em diferentes concentragdes (1, 5 ou 10 ng/mL), enquanto 0 grupo
controle foi cultivado apenas com meio RMPI 1640 e 10% soro fetal bovino (SFB). Apés
24, 48 e 72 horas de cultivo, foram analisadas viabilidade, proliferacdo e interacdo por
analise de microscopia eletronica de transmissédo (MET) dos NTCPMs carboxilados com
as ceélulas. No estudo in vivo, NTCPMs carboxilados foram administrados pela via
intravenosa com concentracdo de 50 e 100 pg. Apos 24 horas, os esplendcitos foram
isolados, marcados com anticorpos anti-CD3" e anti-B220" e analisados por citometria
de fluxo. A producado de IgG total foi determinada no soro de camundongos apés 20
dias da administragéo. Os resultados encontrados indicaram que n&o houve diferenca
significativa (p<0,05) no teste de viabilidade celular de esplendcitos, embora tenha sido
observado um aumento na frequéncia de células diretamente proporcional as
concentracdes das suspensfes de NTCPMs carboxilados no tempo de 48 horas. Para
as células da medula, foi observada uma inverséo na frequéncia de células nos tempos
de 24 e 48 horas. Em relacdo a proliferacdo de esplendcitos, os grupos de células
tratadas com NTCPMs carboxilados apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
guando comparado ao grupo controle positivo (oligonucleotideo CpG). Nas analises
feitas por MET, ndo foi encontrado qualquer tipo de interacdo dos NTCPMs
carboxilados com esplendcitos tratados com NTCPMs carboxilados na concentragédo de
10 ng/mL. De acordo com as andlises realizadas por citometria de fluxo, a porcentagem
de células de CD3" e células B220" ndo apresentaram diferenca significativa com
relacdo ao grupo controle. No teste de Enzima Imunoensaio (ELISA), a producdo de
anticorpos IgG totais ndo aumentou no soro de camundongos tratados com NTCPMs
carboxilados quando comparada a do grupo controle. Sendo assim, os resultados in
vitro e in vivo indicam que NTCPMs carboxilados ndo apresentam efeitos estimulatorios
sobre células do sistema imunolégico e, nas mesmas condi¢des, ndo apresentam
toxicidade celular.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, esplendcitos, adjuvante, proliferacao celular,
linfécitos.



ABSTRACT

The carbon nanotubes (CNTSs) display exclusive properties which are of great interest to
biotechnology area. The idea of utilizing CTNs as drug carriers, adjuvant for vaccines
and biosensors is attracting much interest from scientific community. However,
biocompatibility and toxicity in vitro and in vivo of these structures need to be
investigated. The aim of this study was to determine the effects of functionalized multi-
walled carbon nanotubes (MWCNTS) on cells of the immune system. For in vitro test,
splenocytes and bone marrow cells were isolated from BALB/c female mice. The group
of treated cells was cultured with carboxylic MWCNTs suspensions at different
concentrations (1, 5 or 10 ng/mL), while the control group was only cultured with
medium RMPI 1640 and 10% fetal calf serum (FCS). After 24, 48 and 72 hours of
cultivation, the viability proliferation and interaction were analyzed by transmission
electron microscopy (TEM) analysis of carboxylic MWCNTs with cells. In vivo study,
carboxylic MWCNTs were administered intravenously with a concentration of 50 and
100 pg. After 24 hours, splenocytes were isolated, labeled with anti-CD3" and anti-
B220" antibodies and analyzed by Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS). Total
IgG production was determined in mice serum after 20 days of administration. The
results showed no significant difference (p < 0.05) in the cell viability test of splenocytes,
although it has been observed an increase in the frequency of cells directly proportional
to the concentrations of carboxylic MWCNTSs suspensions in the period of 48 hours. For
marrow cells it was observed an inversion in the frequency of cells in the periods of 24
and 48 hours. Regarding the proliferation of splenocytes, groups of cells treated with
carboxylic MWCNTs showed significant difference (p<0.05) when compared to control
positive group (CpG oligonucleotide). In the analyses performed by TEM, it was not
found any type of interaction of carboxylic MWCNTs with splenocytes treated with
carboxylic MWCNTSs in the concentration of 10 ng/mL. According to the analyses carried
out by flow cytometry, the percentage of CD3" cells and B220" cells showed no
significant difference in relation to the control group. In Enzyme Immunoassay (ELISA),
the total 1gG antibody production did not increase in the serum of mice treated with
carboxylic MWCNTs when compared to control. Thus, the results in vitro and in vivo
indicate that carboxylic MWCNTs did not present stimulatory effects on cells of the
immune system and, at the same conditions, no cellular toxicity.

Keywords: carbon nanotubes, splenocytes, adjuvants, cell proliferation, lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma é&rea multidisciplinar envolvida na pesquisa e no
desenvolvimento de estruturas que possuem pelo menos uma de suas dimensdes
menor que 100 nm. Nessa escala, as estruturas podem apresentar propriedades
guimicas, fisico-quimicas e comportamentos diferentes daquelas observadas em
escalas maiores (FIORITO et al., 2006).

Ao longo dos proximos anos, o emprego generalizado da nanotecnologia em
produtos comerciais e industriais devera aumentar drasticamente. Isto porque o0s
nanomateriais prometem inovar, melhorando significativamente a qualidade e o
desempenho de muitos produtos (THOMAS et al., 2009). Buscando essas melhorias, a
nanotecnologia e suas possiveis aplicacbes, vém despertando muito interesse na
comunidade cientifica. Na area da saude, a nanotecnologia possui importante papel no
desenvolvimento de biosensores (ZHANG et al., 2007), nanocosméticos (DOWLING,
2004), imunoterapicos, na obtencdo de nanoestruturas contendo vacinas ou farmacos
(BIANCO et al., 2005). No entanto, antes que tais materiais tenham uma aplicagéo
segura na area biomédica, a toxicidade e biocompatibilidade dos nanotubos de carbono
(NTCs) precisam ser completamente investigadas, para que o0 impacto dessas
estruturas na saude seja benéfico (SMART et al., 2005).

Até o momento, pouco se sabe sobre a interacdo entre os NTCs e o sistema
imune. Ao que tudo indica NTCs quando entram em contato com o meio bioldgico,
possuem uma propensdo a serem fagocitados e eliminados por células imunes
presentes tanto na corrente sanguinea como nos tecidos. O reduzido tamanho e as
exclusivas propriedades fisico-quimicas destas nanoestruturas podem influenciar a
biodistribuicdo e a forma como ocorrera a internalizacédo pelas células fagociticas, tendo
como consequéncia diferentes respostas biologicas. Dessa forma, a investigacdo de
parametros imunolégicos, tais como viabilidade celular, capacidade proliferativa e
estimulacao policlonal sdo apropriados para caracterizar a influéncia das propriedades
dos NTCs sobre a sinalizagao celular.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos dos
nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPMs) carboxilados sobre células do

sistema imunoldgico in vitro e in vivo. Cabe ressaltar que a realizacéo desse trabalho foi
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possivel devido ao carater interdisciplinar do Mestrado em Nanociéncias. A integracao
de conhecimentos especificos da fisica e da quimica contribuiu para uma melhor
compreensédo das propriedades dos NTCs, bem como permitiu a possibilidade de criar
alternativas que garantissem sua aplicacdo de forma adequada nos experimentos

celulares propostos neste trabalho (Figura 1).

Imunologia

Farméacia } Nanociéncia

Figura 1: Representacdo esquematica das areas envolvidas neste trabalho.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 NANOTUBOS DE CARBONO

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da nanotecnologia, as nanoestruturas
tém atraido consideravel atencdo por apresentarem potenciais aplicacdes nas mais
diversas areas. Entre os diferentes tipos de nanoestruturas, os NTCs talvez sejam os
mais representativos, por apresentarem um conjunto de propriedades diferenciadas e
singulares (ZARBIN, 2007). Hoje, as nanoestruturas estdo sendo utilizadas em
computadores quanticos, dispositivos Gticos, supercondutores, entre outros produtos
industriais (GRABINSKI et al., 2007).

Do ponto de vista estrutural, como mostra a Figura 2, os NTCs podem ser
classificados em duas formas: nanotubos multicamadas (“nanotubo de carbono de
parede multipla — NTCPM”) e camada simples (“nanotubo de carbono de parede
simples — NTCPS”). Um tipo especial de NTCPMs € o nanotubo de parede dupla
(“nanotubo de carbono de parede dupla — NTCPD”) (SOUZA; FAGAN, 2007).

509 0q pd
4 =}
299g0s’

gL P o

& .;;h' b ﬁhdﬁ

'?1;LD“ Y

Ejh;h—c;}} d u\'-"-'f: é

& i h_l_fﬂ od
(a) (b) (c)

Figura 2: Representacdo esquemdtica da estrutura de nanotubos de carbono. (a) NTCPS,
(b) NTCPM e (c) NTCPD. Adaptado de DRESSELHAUS et al. (1998).

Em geral, os nanotubos s&o caracterizados pela estrutura ordenada, peso
ultraleve, alta resisténcia mecéanica, elevada condutividade elétrica e térmica e elevada
area superficial (DAI; MAU, 2001).
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A maioria das propriedades dos NTCPS depende do seu diametro e angulo
"quiral", também chamado helicidade ou quiralidade. Estes dois parametros sao
definidos pelos dois indices (n, m). Um NTC pode ser construido teoricamente a partir
de uma folha de grafite (grafeno) enrolada de tal forma, que coincidam dois sitios
cristalograficamente equivalentes de sua rede hexagonal. O vetor C chamado vetor
"quiral", que define a posicéo relativa dos dois sitios € definido mediante dois nimeros
inteiros (n, m) e pelos vetores unitarios da rede hexagonal a; e a; (C = na; + may). Um
tubo é chamado "armchair" se n = m, e "zigzag" quando m = 0. Em todos os outros
casos (n # m # 0) os tubos sdo chamados "quirais" e estdao definidos pelo angulo de
helicidade ®. Se ® varia de 0°a 30° podemos gerar tubos partindo do tipo "armchair"
até o "zigzag" como limites, passando pelos tubos "quirais" (ROMERO et al., 2002;
HERBST; MACEDO; ROCCO, 2004; DRESSELHAUS, 1996). Em fun¢éo dos indices
(n,m), um nanotubo €& metalico quando n-m €& mdultiplo de 3, em caso contrario é
semicondutor. Todos os nanotubos do tipo armchair sdo metdlicos, enquanto que 0s
zigzag e quirais podem ser metéalicos e semicondutores (HERBST; MACEDO; ROCCO,

2004).

Figura 3: Representacdo esquematica dos trés diferentes tipos de NTCs formados a partir de
uma folha de grafeno. Adaptado de BALASUBRAMANIAN e BURGHARD (2005).

17



2.2.1 Sintese de Nanotubos de Carbono

Entre os métodos de sintese de NTCs disponiveis atualmente, os mais utilizados
sdo: ablacéo por laser, descarga por arco e deposi¢cao quimica de vapor (CVD).

O método de ablacdo por laser esta baseado numa descarga elétrica gerada
entre dois eletrodos de grafite, porém, um deles (anodo) esta preenchido com particulas
metalicas catalisadoras de metais de transicdo. A alta temperatura entre os eletrodos
permite a sublimacéo do carbono formando-se os nanotubos. Na descarga por arco, 0
carbono € vaporizado a partir da superficie de um disco de grafite misturado também
com metais de transicdo, utilizando um laser pulsado e focalizado. O alvo de grafite é
inserido no meio de um tubo de quartzo mantido numa temperatura controlada da
ordem de 1200 . Os nanotubos formados séo arrasta dos mediante um fluxo de hélio
(He) e posteriormente condensados numa superficie coletora refrigerada de cobre (Co)
(ROMERO et al., 2002). As altas temperaturas utilizadas durante estes processos,
possibilita o crescimento de nanotubos com 6timas qualidades estruturais (DAI; MAU,
2001). ApGs o processo de sintese, tanto a técnica de ablagdo a laser como de
descarga elétrica, exigem etapas de purificacdo para que sejam separadas as
impurezas (particulas catalisadoras, carbono amorfo e fulerenos) dos nanotubos
(THOSTENSON; REN; CHOU, 2001).

Ao contrario dos métodos de descarga por arco e ablagédo a laser que utilizam
altas temperaturas, o CVD € um método simples e econdmico para sintetizar nanotubos
em temperaturas relativamente baixas. O método consiste na decomposicao térmica de
hidrocarbonetos na presenca de um metal catalisador (KARTHIKEYAN; MAHALINGAM,
2009). Com o aumento da temperatura, o metal catalisador se aglutina em
nanoparticulas separadas que servem como centros de crescimento, ficando no topo ou
na base do nanotubo (CAPAZ; CHACHAM, 2003). Esse método permite que nanotubos
sejam produzidos em grande escala (COUTEAU et al., 2003), crescam individualmente
(MERKOCI, 2006) e que sejam mais puros que os produzidos por descarga elétrica e
ablacéo a laser (THOSTENSON; REN; CHOU, 2001).
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2.2.2 Funcionalizacdo de Nanotubos de Carbono

Devido ao carater hidrofobico dos NTCs, métodos de funcionalizacdo estédo
sendo desenvolvidos com o objetivo de melhorar sua biocompatibilidade e solubilidade
em solventes aquosos (ZHANG; BAI; YAN, 2010). A funcionalizacdo dos NTCs através
de suas paredes pode ser realizada através da adsorcdo de atomos ou moléculas,
dopagens substitucionais, deformacdes estruturais ou por adsor¢ao de grupos quimicos
(SOUZA; FAGAN, 2007). Em geral, as reacdes de funcionalizacdo séao divididas em
duas categorias: covalente e ndo covalente.

A funcionalizacdo covalente é caracterizada pela formacdo de uma ligacdo
covalente entre o grupo funcional e a superficie do NTC (MENG; FU; LU, 2009) e pode
ser obtida através de processos oxidativos ou pela reacdo de adicdo de grupos
funcionais (TASIS et al., 2003). No primeiro método, séo utilizadas soluc¢des fortemente
acidas capazes de quebrar e revestir com grupos carboxilicos (-COOH) as pontas e 0s
pontos de defeito dos NTCs (BALASUBRAMANIAN; BURGHARD, 2005). O grupo
carboxila pode também ser utilizado para incorporar outros grupos funcionais (SUN et
al., 2002). No segundo método, uma ampla variedade de moléculas, incluindo
peptideos, acidos, aminas, polimeros e outros agentes terapéuticos podem ser
covalentemente ligados as paredes dos NTCs (SMART et al., 2005). A presenca de
grupos quimicos na superficie dos NTCs pode modificar as suas propriedades fisico-
qguimicas (PIRET et al., 2010).

A funcionalizacdo ndo covalente esta baseada na interagdo fraca entre os
sistemas adsorvidos e o NTC (MENG, 2009). Este método tem como vantagem manter
a estrutura aromética dos NTCs e assim suas propriedades eletrbnicas. Além disto, a
estrutura original do NTC pode ser facilmente recuperada para outros tipos de
aplicacbes ou até mesmo para reutilizacdo destes nanomateriais. Atualmente, séo
utilizados surfactantes, polimeros e biopolimeros (acidos nucléicos e peptideos) neste
tipo de funcionalizagcdo (KLUMPP et al., 2006).

Além do processo de funcionalizagdo, métodos de sonicacdo também estédo
sendo utilizados a fim de evitar a formacdo dos aglomerados de NTCs em solucdes
aguosas (SMART et al., 2005).
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2.2.3 Influéncia das Propriedades dos NTCs no Sistema Bioldgico

Embora existam muitas aplicacfes e perspectivas para a utilizacdo dos NTCs na
area biomédica, ainda néo estdo esclarecidos os mecanismos de interacdo com 0s
sistemas biologicos. Normalmente, os efeitos prejudiciais das nanoestruturas surgem da
combinacdo de varios fatores, entre eles a forma, o tamanho, estado de aglomeracao,
solubilidade e as propriedades de superficie (STERN; McNEIL, 2007).

Segundo Magrez e colaboradores (2006), a forma das nanoestruturas pode
influenciar na toxicidade celular. Neste estudo, foi investigada a toxicidade dos
NTCPMs, fibras de carbono e nanoparticulas de carbono colocados em contato com
uma linhagem de célula tumoral retirada do pulmdo humano. O resultado mostrou que a
citotoxicidade decresceu na seguinte sequéncia: nanoparticulas de carbono, fibras de
carbono e NTCPMs. Este resultado foi evidenciado pelo nimero de células viaveis e
também pela quantidade de restos celulares encontrados no meio de cultura. Através
do exame microscopico, observou-se que ao contrario das células do controle, as
células expostas as nanoestruturas apresentaram alteracdes morfologicas tipicas de
morte celular como eosinofilia do citoplasma e picnose nuclear.

Dependendo das condicdes de sintese, os NTCs podem variar significativamente
no comprimento e no didametro. O comprimento pode ser controlado pelo tempo de
sintese (quanto maior o tempo, maior serd 0 comprimento), enquanto o diametro pode
ser controlado pelo tamanho do metal utilizado como catalisador (FOLDVARI,
BAGONLURI, 2008). Nos sistemas bioldgicos o tamanho pode interferir na absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e na excrecdo das nanoestruturas (JIANG, 2009). Ao
contrério das particulas convencionais de maior didmetro médio, as nanoestruturas
abaixo de 100 nm podem ser potencialmente mais toxicas, podem redistribuir-se a partir
do seu sitio de deposicdo, escapar das defesas fagociticas normais, modificar a
estrutura de proteinas, ativar respostas inflamatérias e imunolégicas e com isso afetar a
funcdo normal dos tecidos (LACERDA et al., 2006). Conforme o método de sintese
utilizado, os NTCs podem apresentar na sua superficie altos niveis de metais toxicos,
sendo estes vistos como contaminantes. Entre os metais utilizados estdo o cobre (Co),

ferro (Fe), niquel (Ni) e molibdénio (Mo), sendo que todos possuem efeitos toxicos
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documentados (DONALDSON et al., 2006). Em muitos casos, as toxicidades
associadas com as nanoestruturas tém sido atribuidas aos contaminantes que
adsorvem a superficie da particula durante a sua fabricacdo e ndo ao nanomaterial em
si (STERN; McNEIL, 2007). Segundo alguns estudos, a presenca de NTCs associados
a metais no interior das células e dos tecidos geram uma resposta inflamatéria. As
espécies oxidativas formadas durante o processo inflamatorio podem interagir com os
metais e provocar a destruicdo de antioxidantes endégenos (FIRME; BANDARU, 2009).
Com isso, ocorre um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes provocando
alteracdes nas proteinas, lipidios e no &cido desoxirribonucléico (DNA) das células
(HALLIWELL et al., 1999).

A elevada area superficial € uma caracteristica que depende exclusivamente do
tamanho das nanoestruturas. Quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior sera o
numero de atomos na sua superficie e, portanto, maior sera a sua reatividade quimica
(HALLOCK et al., 2009). Esta propriedade proporciona a nanoestrutura uma maior area
de contato com as membranas celulares e as proteinas, bem como uma grande
capacidade de absorcao e transporte de substancias bioativas (YU et al., 2008). Além
disso, a forca eletrostatica e a forca de Van der Waals presentes na superficie dos
nanotubos favorecem a formacgéo de aglomerados (OSBERDORSTER et al., 2005).

Quanto a solubilidade dos nanotubos, Yang e colaboradores (2007)
demonstraram que *C-NTCPS n&o funcionalizados dispersos em solugdo aquosa
contendo 1% de Tween 80 foram rapidamente eliminados da corrente sanglinea e
distribuidos para a maioria dos érgdos apds serem administrados por via intravenosa.
Ao longo dos 28 dias de experimento, foi observado um actmulo dos **C-NTCPS n&o
funcionalizados, em niveis relativamente elevados, no pulméo, figado e baco. Amostras
de fezes e urina foram analisadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) e
indicaram que houve pouca excrecdo dos **C-NTCPS. Por outro lado, Singh e
colaboradores (2006) demonstraram que NTCPSs e NTCPMs funcionalizados com
acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) e indio (***In) foram excretados de forma
intacta na urina ap6s serem administrados por via intravenosa. Estes resultados
sugerem que funcionalizagcdo dos NTCs melhora a biocompatibilidade, diminui a

toxicidade e impede que os aglomerados se acumulem dentro de células, 6rgaos e
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tecidos (DUMORTIER et al., 2006).

2.3 SISTEMA IMUNOLOGICO
2.3.1 Interacdo dos NTCs com o sistema imunologico

A resposta imunologica € dividida em dois tipos principais, a imunidade inata e a
imunidade adaptativa, elas se diferenciam principalmente no tempo de resposta, tipos
celulares participantes e capacidade de gerar memoria imunologica. As células séo
geradas em orgdos linféides primérios (timo e medula 0ssea) e amadurecem e se
especializam em 6rgaos linféides secundarios (baco, linfonodos e cole¢des difusas)
(ABBAS; LICHTMAN 2005).

Alguns estudos demonstram que os NTCs sdo bons candidatos para aplicacao
em sistemas vacinais e como adjuvantes imunologicos. Quando peptideos
imunogénicos séo ligados covalentemente aos NTCs, uma forte resposta de anticorpos
especificos para o peptideo ligado é formada (PANTAROTTO et al., 2003a;
PANTAROTTO et al., 2003b). As razdes para o desenvolvimento dessa resposta forte
podem estar relacionadas com elementos da imunidade inata e/ou adaptativa.

Na resposta imune inata foram realizados estudos da interacdo de NTCs com
proteinas do sistema complemento humano. Nessa analise foi observado que os NTCs
ativam tanto a via classica quanto a alternativa do sistema complemento, um
mecanismo mediado pela interagcdo da proteina Clq com essas nanoestruturas
(SALVADOR-MORALES el al., 2006). Corroborando com esses resultados, estudos
mais recentes demonstraram que mesmo altas doses (300 pg/mL) de NTCs na
linhagem celular RAW 264.7 (célula apresentadora de antigeno) néo influenciaram a
funcionalidade dessas células in vitro, baseando-se na expressdo de citocinas e
guimiocinas de padrdo inflamatorio (interleucina-1p (IL-13), CXCL-9, MIP-1a, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL-6)) (PALOMAKI et al., 2010).

A influéncia dos NTCs na resposta imune adaptativa ainda ndo foi muito
investigada. Alguns estudos priorizam a viabilidade e proliferacdo de linfécitos T e B,
assim como padréao de citocinas T helper 1 e T helper 2. Em linhagem de linfocitos T

humanos os NTCs né&o funcionalizados e oxidados induzem morte celular mediada por
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apoptose em um processo dose-dependente. Nesse caso foi observado que os NTCs
localizam-se dentro das células que sofrem esse processo (BOTTINI et al., 2006). Ja
em linfocitos B de camundongos foi observada uma possivel resposta alérgica através
da ativacdo dessas células induzidas por citocinas T helper 2 (PARK et al., 2009).
Assim, a interacdo de NTCs com o sistema imunoldgico ainda estd em fase de
investigacdo, pois além dos efeitos serem controversos entre células de humanos e
cobaias experimentais (modelos para estudo da resposta imune), 0S mecanismos

moleculares intracelulares ndo foram desvendados.
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3 METODOLOGIA

A seguir, apresentaremos detalhadamente todos os materiais e procedimentos
envolvidos neste trabalho. A Figura 4 mostra um esquema da metodologia desenvolvida
fazendo uso de NTCPMs carboxilados para testes in vivo e in vitro utilizados em

diferentes tipos de cultura de célula.

NTCPMs carboxilados

B) Testes in vivo

A) Testes in vitro

Microscopia

Teste de Teste de b . .
Viabilidade Proliferacéo Eletronica de Citometria de
Celular Celular

(MET)

Figura 4: Esquema da metodologia: A) NTCPMs carboxilados foram dispersos em meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 10% SFB e utilizados para o cultivo de diferentes tipos de células
mamiferas. Apoés cultivo, as células foram avaliadas quanto a viabilidade, nivel de proliferagdo e interagéo
com as células. B) NTCPMs carboxilados foram injetados na veia caudal de camundongos BALB/c. O
namero de linfécitos T e células B total foi analisado por citometria de fluxo e a quantidade de anticorpos
totais da classe IgG determinada por ELISA no soro.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Equipamentos

* Autoclave Vertical — Phoenix;
» Balanca analitica AX 200 — Shimadzu;
» Capela de fluxo laminar vertical — Pachane Pa 310;

e Camara de Neubauer — Optik Labor;
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» Centrifuga refrigerada — NT 815 Novatécnica;

» Estufa de CO,— Laboven;

» Maquina de gelo — Eurfrigor;

* Microcentrifuga refrigerada — NT 805 Novatécnica;

* Microscoépio de Transmissao de Elétrons — JEOL JEM-1220;

» Microscépio Optico — Olympus CX 31;

» Citdbmetro de Fluxo — FACScalibur Beckton Dickson;

» Leitora de ELISA - TR- Reader

* Micropipeta com volume de 0,2-2 pL, 2-20 pL, 20-200 puL e 200-1000
Gilson;

» Estufa bacteriol6gica — Novatécnica.
3.1.2 Reagentes e outros materiais

* Reagente de revelacdo TMB — Bio-Rad;

» Anticorpo anti-CD3 conjugado a FITC — &Bioscience;

* Anticorpo anti-B220 conjugado a Cycron — &Bioscience;
» Anticorpo anti-lgG conjugado a peroxidase — &Bioscience;
« Acido dimetilsulfoxido — Nuclear;

» Corante azul tripan 0,4 % — GIBCO;

* RPMI (Meio de cultura) — GIBCO;

» Sal sulfato de gentamicina — Sigma Aldrich;

» Soro fetal bovino (SFB) — GIBCO;

» Fosfato de sodio monobésico anidro — Nuclear;

» Fosfato de potassio — Synth;

» Dimetilsulfoxido — Nuclear;

» Cloreto de potassio — Vetec;

* Cloreto de sadio — Nuclear;

* Cloreto de amonio — Vetec;

» Bicarbonato de sédio — Vetec;

« Acido cloridrico — Nuclear;
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 Tris-HCI — Tris Puré ™ Tris Invitrogen;

» Oligonucleotideo CpG — Invitrogen;

* Reagente MTT - (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) —
Invitrogen;

* Placa para cultura de 24 pocos — TPP;

» Placa de ELISA de 96 pocos — TPP;

» Seringa de insulina — Becton Dickinson (BD);

* Tubos conicos para centrifugacéao 15 e 50 mL — TPP;

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c fémeas com idade entre 12 -
15 semanas e peso entre 25 a 30 g, adquiridos do Biotério da Universidade Federal de
Santa Maria - RS. Os camundongos foram mantidos no biotério, em ciclo claro/escuro

natural e em sala com controle de temperatura de 20 - 25 °C, com agua e racao padrao.
3.3 Nanotubos de Carbono

Os NTCPMs utilizados neste trabalho foram funcionalizados e caracterizados
pelo Laboratério de Quimica do Estado Sdélido da Universidade Estadual de Campinas
(LQES/UNICAMP). A amostra de NTCPMs carboxilados foi sintetizada pelo método
CVD e caracterizada através das seguintes analises: espectroscopia de energia
dispersiva de raios X, espectroscopia Raman, analise termogravimétrica, potencial zeta,
microscopia eletronica de tunelamento e microscopia eletronica de varredura (MEV). A
amostra de NTCPMs foi funcionalizada através da técnica de refluxo e agitacdo

magnética, porém a descricdo da metodologia néo foi fornecida pelo LQES.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular foi realizado com esplendcitos e células de medula
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o0ssea femural. Todo o material cirdrgico utilizado, como tesouras e pingas foram
desinfetados com alcool 70% e esterilizados com autoclave. Dois camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical e os tecidos removidos. O processo foi realizado
com procedimentos que garantissem a esterilidade e conservacao celular.

Para o teste com esplendcitos, os bacos foram macerados e a suspenséo de
células obtida foi filtrada em tela e lavada com meio RPMI 1640 com 10% soro fetal
bovino (SFB). As heméacias foram lisadas com tampéo de lise (8,26 mg/mL NH4CI,
1mg/mL KHCOg3 e 0,037 mg/mL EDTA) por 2 minutos a 37 °C em estufa com 5% CO..
As células foram quantificadas em camara de Neubauer e 2 x 10° células/mL
transferidos para cada poc¢o da placa de cultura celular com 24 pocos e cultivadas em
meio RPMI 1640 com 10% de SFB por 24 e 48 horas a 37 °C em estufa com 5% CO..
Um esquema do experimento é apresentado na Figura 4A.

Para o estudo com precursores medulares, o osso femural foi isolado e as
epifises cortadas. Com auxilio de uma seringa, a medula foi extraida pela passagem de
um fluxo de meio RPMI 1640 com 10% SFB pelo canal medular. As células obtidas
foram filtradas em tela e lavadas com meio de cultura. ApGs a lavagem, as células
foram diluidas em meio e aliquotas contendo 2 x 10° células/mL foram transferidas para
cada poco da placa de cultura celular com 24 pocos e cultivadas em meio RPMI 1640
com 10% de SFB por 24 e 48 horas a 37 °C em estufa com 5% CO,. Um esquema do
experimento é apresentado na figura 4B.

O estudo foi realizado em triplicata e os tratamentos foram distribuidos nas

placas, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Suspensdes de NTCPMs carboxilados utilizadas em cada grupo de células.
Grupo de Células Meio de Cultura Concentracdo NTCPM s
RPMI 1640/10% SFB -

Controle
1 RPMI 1640/10% SFB 1 ng/mL
2 RPMI 1640/10% SFB 5 ng/mL
3 RPMI 1640/10% SFB 10 ng/mL

27



»

A ot
* -

.

R
o
0 ’

Isolamento de
Esplendcitos

NTCPMs carboxilados

Cultivos das células diluidos em meio RPMI

\4

r? com NTCPMs a
C)QQQ o 0 %0
@) 0 e

<,

4'--"“

24 e 48 horas, 37 °C, 5% CO»

gt

Andlise da Viabilidade Celular
Proliferacao Celular
Interacao dos NTCPMs carboxilados com Células

o y NTCPMs carboxilados
'{ | Cultivos das células diluidos em meio RPMI
0

l) com NTCPMs a
@ﬂ . OO o
0 Q0

Isolamento de Células da
Medula Ossea

€,

‘--l““

24 e 48 horas, 37 °C, 5% CO;

!

Andlise da Viabilidade Celular

Figura 5: Avaliacdo dos efeitos dos NTCPMs carboxil ~ ados sobre cultura de células: Bago (4A) ou
medula (4B) de camundongos foram isolados. As células foram cultivadas com meio de cultura RPMI
1640 com 10% SFB (controle) e RPMI 1640 com 10% SFB contendo 1ng/mL, 5 ng/mL ou 10 ng/mL de

NTCPMs carboxilados. Apés 24 e 48 horas de cultivo, foram analisadas a viabilidade celular, proliferagéo
e interacdo dos NTCPMs carboxilados com as células.
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O numero de células e as concentracdes das suspensdes contendo NTCPMs
funcionalizados foram utilizadas como estabelecido por Bottini e colaboradores (2006).
Transcorrido 24 e 48 horas de cultivo celular, foi realizada a contagem das células da
medula 6ssea e dos esplendcitos viaveis através da técnica de exclusdo do azul de

tripan 0,4% na Camara de Neubauer.
3.2.2 Teste de Proliferacao Celular

O teste de proliferacdo celular foi determinado pelo método do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico). O processo de separacdo dos
esplendcitos foi realizado conforme descrito anteriormente no item 3.2.1 Aliquotas
contendo 1 x 10* células/mL foram transferidas para cada poco da placa de cultura
celular com 96 pocos e cultivadas por 72 horas a 37 °C em estufa com 5% CO,. O meio
de cultura foi utilizado como controle negativo, enquanto o oligonucleotideo CpG
(adjuvante sintético) como controle positivo. Para o preparo da solucdo de MTT, foram
diluidos 5 mg do p6 em 1 mL de tampdo fosfato salino (PBS). Em seguida, foram
adicionados 10 pL da solugcdo de MTT em cada poco da placa, sendo mantidos sob
agitacdo por 5 minutos a 150 RPM. Apoés 2 horas de incubagdo em estufa com 5% CO,
a 37 °C foram acrescentados 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada poco da placa
e esta reincubada por 10 minutos. As analises foram realizadas em leitora de ELISA
espectrofotométrica com comprimento de onda de 570 nm. O método utilizado foi
adaptado de Mosmann (1983). As culturas foram feitas em triplicata e o nimero de

células utilizadas no estudo foi adaptado de Monteiro-Riviere e colaboradores (2009).
3.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras de esplendcitos enviadas para a analise foram preparadas
conforme descrito anteriormente no item 3.2.1. As analises feitas por MET 120 kV foram
realizadas pelo Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CME/UFRGS). O processo de emblocamento da amostra foi realizado
na seguinte ordem: fixacdo quimica (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, tampao
fosfato 0,12 M em p.H 7,2-7,4), lavagem (tamp&o fosfato 0,1M), pds fixacdo (tetroxido
de 6smio 2%, tampdo fostato 0,2M (1:1)), lavagem (tampéo fosfato 0,1M), desidratacdo
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(acetona P.a), pré-embebicdo (desidratante e resina), embebicacédo (resina 100%) e

inclusao (silicone e resina pura).
3.2.4 Citometria de Fluxo

Para a analise da resposta imunoldgica in vivo aos NTCPMs carboxilados, foram
utilizados trés grupos, sendo cada um composto por trés camundongos. Os animais
foram aquecidos com lampada por um periodo de 10 minutos para dilatagdo do sistema
vascular. Em seguida, foram imobilizados em suporte especifico e com auxilio de uma
seringa de insulina, foi administrado um volume de 50 e 100 pL da suspensédo de
nanotubos carboxilados (1 mg/mL) na veia caudal. O mesmo procedimento foi realizado
para o grupo controle, sendo administrados 100 pL de PBS na veia caudal. Os animais
foram observados por 10 minutos, em funcdo da possibilidade de efeitos adversos.
Ndo foi adotado nenhum procedimento prévio ou posterior nos animais (dieta ou
anestesia). As doses dos NTCPMs carboxilados administradas foram previamente
estabelecidas em estudo realizado por Yang e colaboradores (2008).

Transcorridas 24 horas, os animais foram sacrificados e as células do baco
isoladas conforme descrito no item 3.2.1. A marcacéao celular para a citometria de fluxo
foi realizada com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos. Apds bloqueio
dos receptores da fracdo constante de imunoglobulina (Fc) com FC blocking
(sobrenadante de células 2.4G2) por 20 minutos, as células foram marcadas (1 puL/10°
células) com anti-CD3" conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) e anti-B220"
conjugado a cycron, por 30 minutos a 4 °C. As células foram lavadas e analisadas em

citbmetro de fluxo FACScalibur Beckton Dickson.
3.2.5 Determinacao de Anticorpos IgG Totais

Para analisar uma possivel influéncia dos NTCPMs funcionalizados na resposta
secundaria, foram avaliados os niveis de anticorpos IgG totais no soro de
camundongos. O estudo utilizou trés grupos, sendo cada um composto por trés
camundongos. O processo de administracdo dos NTCPMs carboxilados foi realizado
conforme descrito anteriormente no item 3.2.4. Apds 20 dias, os camundongos
receberam um estimulo com as mesmas doses e 48 horas depois 0 sangue foi retirado
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da veia retrorbital e o plasma separado por centrifugacdo a 700 RPM. O plasma foi
armazenado a temperatura de 4 °C até utilizacdo. Placas de ELISA de 96 pocos foram
sensibilizadas com o plasma puro ou diluido na propor¢ao de 1:1000 e 1:2000 em PBS.
O volume final de cada poco foi de 100 pL e as placas foram mantidas a temperatura de
4 °C por 15 horas. Para o controle positivo, foi utilizado anti-lgG1l purificado por
cromatografia em coluna de proteina A. Em seguida, as placas sensibilizadas foram
lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20 (tampé&o de lavagem) e 0s po¢os
incubados por 2 horas com 300 pL de tampé&o de bloqueio (PBS, 0,05% Tween 20, 5%
leite desnatado). As placas foram lavadas com tampao de lavagem e incubadas com
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase, na concentracdo de 1:1000
por um periodo de 1 hora. O excesso de conjugado foi removido com 5 lavagens com
tampdo de lavagem e o ELISA revelado com 100 pL em cada pogo do reagente
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) por 20 minutos. A reacéao foi parada com HCI 0,1 N e
a absorbancia determinada em leitora de ELISA espectrofotométrica no comprimento
de onda de 450 nm.

3.2.6 Analise Estatistica dos Resultados

A metodologia estatistica dos dados incluiu analise de variancia (ANOVA),

considerando um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Caracterizagao dos Nanotubos de Carbono

Segundo as especificagcbes enviadas pelo LQES, os NTCPMs carboxilados
utilizados neste trabalho foram sintetizados pelo método CVD. Apresentam 1,2% de
impurezas metalicas e sédo constituidos por C, O e Fe. O diametro varia entre 10 e 40
nm e o comprimento menor que 10 nm. As especificacdes da amostra podem ser vistas
na Tabela 2.

Para avaliar as caracteristicas estruturais e a qualidade da amostra, foram
realizadas anélises de MET e MEV pelo LQES. A Figura 6 mostra imagens da amostra
de NTCPMs carboxilados obtidas por MET em diferentes escalas (a) 100 nm e (b) 500
nm.

Inicialmente, nossos estudos in vitro e in vivo foram realizados com NTCPMs néo
funcionalizados (Sigma Aldrich). Entretanto, a insolubilidade destes nanotubos de
carbono em solventes aquosos, dificultou o desenvolvimento dos experimentos
celulares, bem como sua administracdo por via intravenosa. Na tentativa de se obter
uma melhor dispersdo dos NTCPMs néo funcionalizados em PBS e em meio de cultura
RPMI 1640, foi realizado o processo de ultrasonicagao (40 kHz) por 30 minutos. A
sonicagdo € um método comumente utilizado para separar agregados de NTCs em
solucdo, uma vez que a dispersao ocorre rapidamente, sem a necessidade de qualquer
modificagcdo quimica (HILDING et al., 2003). Imediatamente apds este processo, 0S
NTCPMs néo funcionalizados apresentaram boa dispersdo tanto em PBS quanto em
meio de cultura RPMI 1640, porém, apos alguns minutos, pode-se observar sinais de
precipitacdo. Alguns autores sugerem a utilizagdo de surfactantes (Tween,
dodecilsulfato de sodio (SDS), Triton X-100, dodecilbenzeno sulfonato de sdédio
(SDBS)) como agentes dispersantes de NTCs nao funcionalizados (YANG et al., 2007 ;
PIRET et al., 2010). No entanto, por serem compostos detergentes, os surfactantes sédo
incompativeis com a cultura de células e, além disso, alteram substancialmente as
propriedades intrinsecas dos NTCs (JIA et al., 2005).

Sendo assim, o processo de funcionalizagdo € extremamente importante e

necessario para o trabalho em cultura, ja que através desta técnica € possivel obter
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suspensdes mais homogéneas e estaveis. Cabe ainda ressaltar que a técnica de
oxidagdo por &cidos fortes utilizada pelo LQES para funcionalizar a amostra de
NTCPMs, contribui para a remoc¢ao de grande parte das impurezas metélicas (KLUMPP
et al., 2006) provenientes do processo de sintese. Devido a isto, o alto teor de pureza
da amostra de NTCPMs pode ter colaborado para a auséncia de toxicidade evidenciada

em nossos resultados.

Tabela 2. Especificacbes da amostra de NTCPMs carboxilados.

Método de sintese CvD NTCPMs C100 CNT.Co. Ltda
Andlise elementar qualitativo C, O Fe Espectroscopia EDX/JEOL
Area de superficie (Método BET) 250 9/ m* ASAP/Micrometricos
Carga de superficie -26+5mVv Potencial Zeta/Malven
Io/lg 1,38 Espectroscopia de Raman
Temperatura de oxidag&o 585 °C TGA/TA SDT Q600
Residuo metalico final 1,2% Microbalanca/Perkin - Elmer
Diametro 10 - 40 nm MET/Carl Zeiss CEM - 902
Comprimento <10 nm MEV/FEI NanoLab200
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Figura 6 (a) e (b): Fotomicrografia eletrénica de transmissao da amostra de NTCPMs carboxilados.
4.2 Teste de Viabilidade Celular

Atualmente, os ensaios celulares sé&o considerados essenciais para avaliar a
toxicidade e a biocompatibilidade de biomateriais. Isto porque amostras contendo
células vivas e mortas podem fornecer uma estimativa da resposta celular frente a uma
determinada substancia (JONES; GRAINGER, 2009). Baseado nisso, esse estudo teve
como objetivo avaliar in vitro, o0s possiveis efeitos causados pelos NTCPMs
carboxilados sobre a frequéncia de esplendcitos e células da medula éssea de
camundongos.

Esplendcitos séo células maduras do sistema imunoldgico, localizados na polpa
branca do baco, sendo renovados constantemente. Em razdo do seu grau de
maturacdo, essas ceélulas apresentam receptores especificos diferentes daqueles em
estagios iniciais da vida celular, logo respondem de forma diferente a determinados
estimulos. Nesse experimento, 0os esplendcitos foram utilizados porque sédo as células
gue primeiramente entram em contato com antigenos provenientes do sangue (ABBAS;
LICHTMAN 2005). Na Figura 7, é apresentado o resultado da viabilidade de
esplendcitos frente a diferentes concentracdes de NTCPMs em diferentes tempos.

Ao analisar a Figura 7, percebe-se que nao houve diferenca significativa (p<0,05)

entre o grupo controle e os grupos de células tratadas com as suspensfes de NTCPMs.
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Embora estes resultados ndo expressem alteracdes significativas, pode-se
verificar um aumento na frequéncia de esplendcitos viaveis diretamente proporcional as
concentracdes das suspensdes de NTCPMs carboxilados no tempo de 48 horas. J4 a
gueda na frequéncia de células, no tempo de 48 horas observada principalmente nos
grupos tratados era esperada, pois células em cultura necessitam de fatores
estimulantes para sobreviver, como por exemplo, a interleucina-2 (IL-2) (GAFFEN; LIU,
2004). Segundo Zeinali e colaboradores (2009), NTCPSs carboxilados em diferentes
concentracdes (5-100 pg/mL™') ndo causam alteracéo significativa na viabilidade de
esplendcitos ap6s 24 horas de incubacéao.

As células da medula 0ssea apresentam 0s primeiros precursores das células do
sistema imunologico (JANEWAY et al., 2006), principalmente células dendriticas
imaturas. Palomaki e colaboradores (2010), avaliaram in vitro a viabilidade de células
dendriticas provenientes da medula 0ssea de camundongos ap0s serem expostas a
diferentes concentracgdes (3, 10 e 30 pg/mL) de NTCs nédo funcionalizados por 24 horas.
O resultado apresentado nesse estudo mostra que os NTCs ndo funcionalizados séo
toxicos para as células dendriticas e que a citotoxicidade é diretamente proporcional a
dose. A partir disso, foi realizada uma analise dos possiveis efeitos causados pelos
NTCPMs funcionalizados em precursores medulares de camundongos. A Figura 8
mostra a viabilidade das células medulares ndo tratadas e tratadas com NTCPMs
carboxilados em diferentes concentracdes e tempos. E possivel observar que no grupo
de células néo tratadas e tratadas com NTCPMs carboxilados nas concentragfes de 1 e
5 ng/mL, a frequéncia de células no tempo de 24 horas € maior que no tempo de 48
horas. No entanto, quando comparada a frequéncia de células tratadas com NTCPMs
carboxilados na concentracdo de 10 ng/mL, percebe-se uma inversdo na frequéncia
celular entre os tempos de 24 e 48 horas. Por isso, é necessario que um novo
experimento seja realizado para confirmar este resultado.

Contudo, nossos resultados iniciais indicam que os NTCPMs carboxilados
utilizados neste estudo ndo alteram de forma significativa a frequéncia de células
maduras do sistema imunologico, assim como 0S precursores sanguineos, quando
comparado ao grupo controle.

Da mesma forma, Dumortier e colaboradores (2006) avaliaram a citotoxicidade

35



de dois tipos de NTCPSs funcionalizados com acido dietilenotriaminopentacético
(DTPA) e indio (***In) em macréfagos, linfécitos T e linfécitos B de camundongos. As
células tratadas com 10 pg/mL de NTCPSs funcionalizados foram incubadas por 24
horas, enquanto que as tratadas com 50 pg/mL foram incubadas por 48 horas.
Decorrido este periodo, ndo foi observada qualquer alteracao significativa na viabilidade
celular dos trés tipos de células quando comparadas com as células nao tratadas. Em
uma analise comparativa com células humanas Wang e colaboradores (2009),
avaliaram os efeitos dos NTCPMs carboxilados em células humanas dendriticas de
sangue periférico humano. Neste estudo, foram utilizados NTCPMs carboxilados com
diferentes diametros (10-20 nm, 20-40 nm, 40-60 nm ou 60-100 nm) e concentracfes
(10, 50 e 100 pg/mL). Essas células foram estimuladas com NTCPMs carboxilados, e
os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa na viabilidade celular
comparada com células ndo tratadas. Foi analisada também a expressdo de alguns
marcadores de superficie celular, tais como CD83, CD86, CD80 e MHC Il. Neste caso,
pode-se observar que o aumento da expressdo desses marcadores foi devido ao
lipopolissacarideo (LPS) associado ao NTCPMs carboxilados. Considerando essa
hipotese, é provavel que o ligeiro aumento na viabilidade dos esplendcitos apos 48
horas, seja resultado da presenca de LPS contaminante na amostra de nanotubos.

Essa possivel contaminacédo néo foi avaliada nesse momento.
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Figura 7: Viabilidade de esplenécitos ndo tratados e tratados com NTCPMs carboxilados em diferentes
concentracdes apés 24 e 48 horas de cultivo celular.
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Figura 8: Viabilidade de células da medula 6ssea nao tratadas e tratadas com NTCPMs carboxilados em
diferentes concentragdes apos 24 e 48 horas de cultivo celular.
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4.3 Teste de Proliferacdo Celular

ApGs ter sido desenvolvido o teste de viabilidade com esplendcitos, foi realizado
o teste de proliferacdo celular. O teste de viabilidade tem como finalidade indicar a
frequéncia celular, entretanto, ndo pode determinar a capacidade de inducao
proliferativa ou morte celular (apoptose ou necrose).

Os resultados anteriores indicaram um ligeiro aumento na frequéncia dos
esplendcitos tratados com as suspensfes de NTCPMs carboxilados no tempo de 48
horas. Estes resultados podem ser um indicativo de proliferagdo celular, e por este
motivo, foi aplicado o teste de proliferacio com MTT. Esta técnica baseia-se na
capacidade das células vivas em metabolizar os sais de tetrazolio (MTT), resultando na
formacédo de cristais azuis (formazan), que podem ser solubilizados e quantificados por
espectrofotometria. A quantidade de formazan formado € diretamente proporcional ao
namero de células metabolicamente ativas presentes na cultura (MOSMANN, 1983).
Este estudo foi realizado com as mesmas concentracoes de NTCPMs carboxilados
propostas no teste de viabilidade.

Na Figura 9, € apresentado o resultado da proliferacdo celular dos esplendcitos
tratados com CpG e tratados com as suspensdes de NTCPMs carboxilados ap6s 72
horas de incubagcdo. O CpG foi utilizado como controle positivo porque € capaz de
ativar in vitro a proliferacdo de células B, células dendriticas, mondcitos, macrofagos,
bem como aumentar a atividade de células natural killer (NK) (KRIEG, 2002).

De acordo com a Figura 9, € possivel verificar que a proliferacdo dos grupos de
esplendcitos tratados com as suspensfes de NTCPMs carboxilados apresenta
diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a proliferacdo dos esplendcitos
tratados com CpG. O controle estimulado com CpG mostra que os esplendcitos podem
ser ativados. Quanto aos esplendcitos tratados com 1, 5 e 10 ng/mL de NTCPMs
carboxilados, néo foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre esses grupos de
células.

Como néo foram encontrados estudos na literatura que avaliassem a proliferacéo
de esplendécitos com NTCPMs funcionalizados, nossos resultados iniciais sugerem que
estas estruturas ndo induzem a proliferagdo de esplendcitos in vitro.
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Figura 9: Proliferacao celular de esplendcitos tratados com CpG e tratados com NTCPMs carboxilados
apoés 72 horas de cultivo celular. * Diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos grupos tratados com
NTCPMs carboxilados.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

A Figura 10 apresenta imagens de MET apos 48 horas de incubacdo dos
esplendcitos ndo tratados (A e B) e esplendcitos tratados com 10 ng/mL de NTCPMs
carboxilados (C e D). De acordo com a andlise microscopica das amostras, néo foi
possivel visualizar algum tipo de interagcdo entre NTCPMs carboxilados e o0s
esplendcitos. Ao mesmo tempo também ndo foram observados sinais de dano celular,
como formacao de corpos apoptéticos, ruptura de membrana e fragmentacao nuclear
(BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005).

Dois fatores provavelmente contribuem para a impossibilidade de visualizacdo do
nanotubos de carbono; o primeiro € relacionado ao tratamento das células, pois elas
sdo cultivadas em meio de cultura rico em soro fetal bovino, e segundo um estudo
prévio, a presenca desse suplemento no meio reduz a internalizacdo celular dos
nanotubos (ZHU, 2009). Entretanto, nas imagens de MET mostradas no artigo nao é
evidente a presenca dos nanotubos. Outro fator € a semelhanca da coloracédo celular

apresentada no MET com a coloragéo natural dos nanotubos.

39



Figura 10: Fotomicrografia eletrdnica de transmissdo da amostra de esplendcitos em diferentes escalas.
(A e B) controle, (C e D) esplenécitos tratados com 10 ng/mL NTCPMs carboxilados.

4.5 Citometria de Fluxo

Experimentos de viabilidade e proliferacao celular determinam nimeros totais
de células, entretanto eles ndo podem ser utilizados para analise de populactes
celulares especificas. Mesmo que ndo tenha sido observado nenhuma alteracdo
significativa no numero total de células, é possivel que os nanotubos de carbono
atinjam populagdes especificas de células, principalmente linfocitos T e linfécitos B,
alterando a relacéo entre esses numero de células.

Afim de determinar se os nanotubos de carbonos alteram quantidades de células
especificas, in vivo, grupos de camundongos foram tratados pela via intravenosa com

50 ou 100 pg dos NTCPMs carboxilados e 48 horas apds, os esplendcitos foram
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isolados e os bagos marcados com anticorpos anti-CD3 conjugado a FITC e anti-B220
conjugado a Cycron e analisados por citometria de fluxo.

Na Figura 11, sdo apresentados os resultados da citometria dos esplendcitos dos
camundongos tratados. Inicalmente foi caracterizada a populacdo de linfécitos,
considerando os parametros granulosidade (FSC) e tamanho (SSC) (Figura 11A) e
dentro dessa populacéo os linfocitos T. Os linfécitos T foram identificados a partir do
marcador de superficie CD3, sendo que as amostras controle apresentam uma
porcentagem de 36,1% de linfocitos T, dentro da populacdo total de linfocitos (Figura
11B).

Porcentagens semelhantes de linfécitos T, ja foram observadas anteriormente
(AVULA, 2001). Quanto as células dos animais tratados, ndo foi observado um aumento
significativo no niamero de linfocitos T para a dose de 50 ug (43,2%) e para a dose de
100 pg (41,35%) (Figuras 11C e D). Estudos sobre a acdo de nanotubos de carbono
sobre linfocitos T ja foram conduzidos anteriormente, eles sugerem que essas
particulas causam diminuicdo da capacidade proliferativa e dimuniucéo da proliferagédo
a um mitdogeno (MITCHELL et al., 2007), entretanto a forma de administragdo foi
inalatdria, e sabe-se que diferentes vias de administracdo promovem respostas imunes
diferentes (CLARK et al., 2010).

Park e colaboradores (2009) demonstraram que nanotubos de carbono de
parede multipla administrados atraveés da via intratecal promovem um aumento da
distribuicdo de células B nos orgdes linfoides assim como de imunoglubulina E (IgE)
sérica. Dessa forma, € provavel que os nanotubos utilizados nesse estudo alterem
quantitativamente os linfécitos B esplénicos, principalmente se estiverem contaminados
com LPS. Para a identificacdo das células B foi utilizado o marcador de superficie
celular B220. A figura 11E mostra a percentagem de linfécitos B presentes no baco de
camundongos nédo tratados (56,6%). Da mesma forma que os linfocitos T, ndo foram
observadas alteracaos significativas entre esse grupo controle e os tratados com 50 ug
(54,8%) ou 100 pg (56,5%) como apresentado nas Figuras 11F e 11G,

respectivamente.
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Figura 11: Andlise de linfocitos T e células B apds administragéo in vivo dos NTCPMs carboxilados. (A)
Gate de linfécitos, (B) CD3" controle, (C) CD3" 50 ug (D) CD3" 100 ug, (E) B220" controle, (F) B220" 50

g e (G) B220" 100 pg.
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4.6 Determinacdo de Anticorpos IgG Totais

Nesse experimento, foram avaliados os niveis de anticorpos IgG totais no soro
de camundongos néo tratados e tratados com NTCPMs carboxilados através da técnica
de enzimaimunoensaio (ELISA). Em geral, imunoensaios podem ser definidos como
meétodos analiticos usados para a identificacdo ou quantificacdo de antigenos ou
anticorpos presentes numa amostra (EKINS, 1998). As técnicas de imunoensaio sao
rapidas, de facil execugdo, reprodutiveis e ndo requerem equipamentos sofisticados
(MIRE-SLUIS; DAS; PADILLA, 1998). Apesar do grande numero de testes disponiveis,
o ELISA continua sendo o mais utilizado nos laboratorios por apresentar alta
sensibilidade e especificidade (VIGNALI, 2000).

A Figura 12, mostra os niveis de anticorpos IgG totais detectados no soro de
camundongos néao tratados e tratados com 50 e 100 pg de NTCPMs carboxilados. Ao
analisar a Figura 12, percebe-se que o0s dois grupos tratados com NTCPMs
carboxilados, apresentam niveis de anticorpos IgG totais similares aos observados no
grupo néo tratado. Este resultado sugere que a amostra de NTCPMs carboxilados, ndo
induz a estimulacdo policlonal de células B, mesmo se houver a presenca de LPS
contaminante. E importante salientar que o LPS, também conhecido como endotoxina,
€ capaz de promover a estimulacao policlonal de células B, resultando na secrecao de
anticorpos inespecificos (MUNOZ, 1964).

Desta forma, a auséncia de alteracdes significativas nos niveis de anticorpos IgG
totais nos grupos tratados quando comparados ao grupo nao tratado, indica que os
NTCPMs carboxilados utilizados neste estudo ndo apresentam carater adjuvante. Nao
foram encontrados estudos na literatura que relacionassem os efeitos de NTCs

funcionalizados com niveis de anticorpos IgG total no soro de camundongos.
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Figura 12: Producao de anticorpos IgG totais no soro de camundongos tratados e nao tratados apos 20
dias da administracédo via intravenosa de NTCPMs carboxilados.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Devido as suas propriedades diferenciadas, os NTCs estdo sendo intensamente
estudados para o desenvolvimento de adjuvantes para vacinas, distribuicdo de
farmacos e biosensores. Porém, existem poucas informacdes sobre a interacdo destas
estruturas com as células do sistema imunoldgico. Desta forma, este trabalho objetivou
investigar a influéncia dos NTCPMs carboxilados sobre células do sistema imunolégico
in vitro e in vivo.

Primeiramente, foi realizado o teste de viabilidade celular que teve como
finalidade avaliar um possivel efeito toxico dos NTCPMs carboxilados sobre
esplendcitos e células da medula 6ssea. Ao entrarem em contato com as suspensofes
de NTCPMs carboxilados, os esplendcitos e as células da medula 6ssea poderiam ou
ndo sofrer alteracdes na viabilidade. De acordo com os resultados, verificamos que os
NTCPMs carboxilados ndo causaram alteracfes significativas na frequéncia destas
células. No entanto, observamos um aumento na frequéncia de esplendcitos viaveis
diretamente proporcional as concentracdes das suspensdes de NTCPMs carboxilados
no tempo de 48 horas, e por este motivo, decidimos realizar o teste de proliferagéo
celular. Neste teste, observamos que os NTCPMs carboxilados ndo induziram a
proliferagédo de esplendcitos.

Como os testes de viabilidade e proliferacdo celular determinam o namero total
de células, foi realizada a citometria de fluxo para analisar uma possivel alteragdo nas
populacdes especificas de linfocitos T e linfécitos B. Também, ndo houve alteracao
significativa na porcentagem de células CD3" (linfdcitos T) e B220™ (linfécitos B).

Através da analise microscopica, podemos verificar se os NTCPMs carboxilados
causavam algum tipo de interacdo com os esplendcitos e/ou dano celular. Apds analisar
a imagens feitas por MET, néo foi observado dano celular e qualquer tipo de interacdo
entre os NTCPMs carboxilados e os esplendcitos.

Por fim, avaliamos os niveis de anticorpos IgG totais no soro de camundongos
através da técnica de ELISA, considerando a hipotese de existir LPS contaminante na
amostra de NTCPMS carboxilados. Os resultados mostraram que n&o houve alteracao
significativa nos niveis de anticorpos IgG totais no soro de camundongos tratados com
0s NTCPMs carboxilados.
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Sendo assim, os resultados in vitro e in vivo indicaram que os NTCPMs
carboxilados utilizados no desenvolvimento deste estudo, ndo apresentaram efeitos
estimulatérios sobre células do sistema imunoldgico e nas mesmas condicbes nao
apresentam toxicidade celular.

Como perspectiva de continuidade deste trabalho, sugere-se que 0os mesmos

estudos devem ser conduzidos com NTCs carboxilados e células T humanas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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