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APRESENTAGAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, a presente tese de doutorado foi redigida na forma de encarte para publicages
e estd organizada em secbes dispostas da seguinte maneira: Parte I
Introdugédo e Obijetivos; Parte Il: Manuscrito; Parte Ill: Manuscrito Il; Parte IV:
Discussao, Conclusoes, Perspectivas e Referéncias Bibliograficas.

A Introdugao apresenta o estado da arte do tema que sustenta esta proposta
de trabalho. Nos Objetivos constam os principais questionamentos que
motivam a realizac¢ao do trabalho.

Os Materiais e Meétodos, Resultados e as Referéncias especificas
encontram-se no corpo do manuscrito.

A secéo Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos e
que estdo descritos no manuscrito.

A secao Conclusdes aborda as conclusbes gerais dos principais resultados
apresentados. Em seguida, encontra-se a secdo Perspectivas, onde se
apontam os proximos caminhos com o trabalho desta tese.

A secao Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas se¢des

Introducéo e Discussao.






RESUMO

Os nanotubos de carbono (NTC) sdo materiais promissores para aplicagdes
industriais, dentre os quais os NTC de paredes multiplas (NTCPM)
representam uma parcela expressiva desses nanomateriais manufaturados.
Alguns NTC apresentam-se morfologicamente finos e retos semelhantes a
agulhas, portanto trazendo uma semelhancga estrutural as fibras de asbesto.
Informagdes prévias disponiveis em estudos in vitro e in vivo sobre NTC
indicam principalmente ocorréncia de inflamagao pulmonar, notando-se ainda
relatos sobre fibrose pulmonar e grande interesse em investigar o
desenvolvimento de cancer e os mecanismos envolvidos. Neste contexto, ha
necessidade de se obter dados toxicologicos mais aprofundados e em maior
numero de compostos. Para se avaliar a seguranga de nanomateriais, estudos
nanotoxicologicos avaliando modelos in vivo e utilizando via de exposi¢ao pelo
trato respiratorio apresentam grande relevancia, especialmente no que tange
as exposicdes ocupacionais e ambientais. Neste trabalho, conduziu-se uma
investigacdo nanotoxicologica de dois diferentes NTCPM apds caracterizagao
fisico-quimica, administrados por via intratraqueal em modelo animal.
Realizaram-se quatro instilagdes intratraqueais consecutivas em ratas Sprague
Dawley nos dias 1, 9, 17 e 25 dos nanomateriais NM-401 e NM-403 em
dispersdo em concentragdes baixas e altas (60 ug e 180 ug), asbesto
crocidolite (180 pg) como material de referéncia e controle veiculo polissorbato
80 a 0,1% (n = 8 por grupo), sendo avaliados nos tempos de 3, 7, 30 e 90 dias
apo6s a ultima instilagdo. Os resultados da caracterizagao do NM-401 e NM-403
mostraram que o primeiro composto se apresenta no formato de agulhas, longo
€ espesso, ao passo que o segundo possui morfologia emaranhada e curva,
curto e fino. Os NTCPM testados neste estudo foram estaveis em disperséo,
apesar de haver um grau de aglomeragdo. Os resultados nanotoxicolégicos
indicaram que os nanocompostos foram capazes de induzir alteragdes
sistémicas e pulmonares. Os achados demonstram alteracdes transitérias em
marcadores bioquimicos de fungao renal e no biomarcador de estresse

oxidativo de dano lipidico, nos tempos pds-exposicdo mais recentes. Em



paralelo, a andlise das curvas de crescimento animal mostrou sinais de
toxicidade geral em tempos apds as exposi¢cdes, além de um aumento na
liberagdo de LDH pulmonar no dia 3 apds as administragdes. Adicionalmente,
algumas alteragbes foram observadas em tempos posteriores apos as
instilagdes, como reducao nos pesos relativos hepaticos e renais, detectados
como alteragdes tardias nos animais expostos as doses mais altas dos
NTCPM, em conjunto com alteragbes histologicas pontuais nos tecidos
hepaticos e renais; além disso, o dano pulmonar foi observado como
granuloma, espessamento de septo alveolar, focos hemorragicos e fibrose. A
avaliacdo da genotoxicidade através do ensaio cometa e do teste de
micronucleos nos animais expostos indicou auséncia de danos ao DNA apos 3
dias da ultima instilacdo; detectou-se baixa frequéncia de micronucleos na
medula 6ssea nos animais instilados com NM-401, porém a analise de
eritrocitos policromaticos/normocromaticos nao indicou toxicidade medular nos
grupos de estudo. Os resultados apresentados contribuem para elucidar os
aspectos toxicolégicos envolvidos apds exposicbes pulmonares repetidas a
ambos os NTCPM testados, tanto nos pulmdes como em tecidos
extrapulmonares. Deve-se, ainda, aprofundar os mecanismos envolvidos em
préximos estudos, bem como avaliar diferentes nanotubos de carbono para
aumentar o conhecimento disponivel sobre a toxicidade desses

nanocompostos especificos de interesse industrial.

Palavras-chave: Nanotoxicologia; Sprague Dawley, intratraqueal, pulm&o; NM-
401; NM-403; NTCPM.



ABSTRACT

Carbon nanotubes (CNT) are promising materials for industrial applications and
multi-walled CNT (MWOCNT) represent an expressive amount of these
manufactured nanomaterials. Some CNT present needle-like morphology, thus
structurally resembling asbestos fibers. Previously available in vitro and in vivo
data on CNT mostly indicate lung inflammation, and some reports on pulmonary
fibrosis were noted in addition to the interest in assessing the development of
cancer and the involved mechanisms. In this context, there is need to obtain
detailed toxicological information and study more compounds. To ensure safety
of nanomaterials, nanotoxicity studies targeting exposures to the respiratory
tract present great relevance, especially considering exposures in occupational
settings and the environment. In this work, we performed a nanotoxicological
investigation of two different, well-characterized MWCNT in rats after
intratracheal exposures. Female Sprague-Dawley rats were submitted to four
consecutive instillations at day 1, day 9, day 17 and day 25 with NM-401 and
NM-403 dispersions at low and high doses (60 ug and 180 pg), asbestos
crocidolite (180 pg) as reference material and vehicle polysorbate 80 0.1%
controls (n=8/group) and follow-up times were 3, 7, 30 and 90 days after the
last instillation. Characterization data on NM-401 and NM-403 indicated that the
first was found as needle-like, long, thick, while the latter was entangled, short
and thin. MWCNT in this study were found stable in dispersion, despite the
agglomeration. Toxicological data indicated that the nanocompounds were able
to induce some systemic and pulmonary alterations. The present findings
demonstrate transient alterations in biochemical markers of renal function and
oxidative stress biomarkers of lipid damage in recent post-exposure time points.
In parallel, analysis of animal growth curves shows signs of general toxicity in
the immediate times after exposures, in addition to increased pulmonary LDH
release at day 3 after instillations. Additionally, few alterations were observed in
further time points after instillations, such as the liver and kidney weight
decreases, detected as late alterations in the exposed animals at higher

MWCNT doses, together with single histological alterations in hepatic and renal



tissues; besides, pulmonary damage was observed as granuloma, alveolar
septa thickening, hemorrhagic foci and fibrosis. The genotoxicity evaluation by
the comet assay and the micronucleus test indicated in the exposed animals
absence of DNA damage 3 days after the last instillation; a low micronuclei
frequency in bone marrow was found in animals instilled with NM-401; however,
analysis of the ratio of polychromatic erythrocytes to normochromatic
erythrocytes did not indicate medular toxicity in the study groups. Our results
contribute to elucidate the toxicological aspects involved after pulmonary
repeated exposures to both manufactured MWCNT, both in lungs and
extrapulmonary tissues. The involved mechanisms should still be evaluated in
further studies as well as different types of carbon nanotubes to improve the
knowledge on hazard assessment of these specific nanocompounds of

industrial interest.

Keywords: Nanotoxicology; Sprague Dawley; intratracheal; lung; NM-401; NM-
403; MWCNT.
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1. Nanotubos de carbono

1.1. Estrutura e tipos de nanotubos de carbono

A era da nanotecnologia tem impulsionado o rapido crescimento na
pesquisa e desenvolvimento de materiais na escala nanométrica, os quais sao
tidos como promissores para diversas aplicacbes em pesquisa €
desenvolvimento. Dentre os nanomateriais mais relevantes, destacam-se os
nanotubos de carbono (NTC) pelas suas propriedades térmicas, mecanicas,
Oticas e elétricas, com uma vasta gama de potenciais usos em industrias
eletrénicas, computacionais, aeroespaciais e aplicacbes biomédicas
(ALSHEHRI et al. 2016).

Os NTC sao alétropos de carbono cuja estrutura cilindrica é formada a
partir de camadas de grafeno, compostas por atomos de carbono em arranjo
hexagonal, que sdo enroladas e podem ser fechadas na extremidade com uma
meia molécula de fulereno, conforme mostrado na Figura 1 (VENKATARAMAN
et al., 2019).

Figura 1. Representagado das estruturas constituidas por carbono. (a) estrutura
de um nanotubo de carbono de parede simples; (b) estrutura bidimensional do
grafeno; (c) fulereno Ce.
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Esses nanocompostos formados por carbono apresentam didmetros
variaveis situados na escala nanométrica, os quais vao desde 1 nm até
dezenas de nandmetros; além disso, os comprimentos também variam até
microns, 0 que acarreta uma elevada razdo comprimento/diametro. Os NTC
podem ser divididos estruturalmente em duas formas: nanotubos de carbono
de paredes simples (NTCPS), os quais podem ser entendidos como uma folha
de grafeno enrolada sobre si mesma, e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (NTCPM), formados por um conjunto de camadas concéntricas de
grafeno (IIJIMA, 1991).

1.2. Preparacgao dos nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono foram descobertos por Sumio lijima em 1991
na fuligem produzida apds sintese pelo método de descarga por arco, onde
ocorre formacao de grafite em plasma sob atmosfera de gas inerte e em altas
temperaturas (IIJIMA, 1991). Desde entdo, outros métodos vém sendo
utilizados para melhorar a sintese de nanotubos de carbono, como a ablagao
por laser e a deposigao de vapor quimico (CVD). Os métodos de descarga por
arco e ablacao a laser se baseiam na condensacédo de atomos de carbono a
partir de grafite sélido de alta pureza, sendo que as temperaturas utilizadas se
aproximam do ponto de fusao do grafite (3.000 a 4.000 °C).

Na descarga por arco, ocorre uma descarga por arco elétrico entre dois
eletrodos de grafite (catodo e anodo), em uma camara que contém gas inerte
(argbnio ou hélio), sendo que a passagem da corrente promove a sublimagéo
do grafite no anodo com a formagao de plasma de grafite, que se deposita no
catodo ou paredes da camara, onde sao encontrados os nanotubos
(VENKATARAMAN et al., 2019). Sabe-se que a utilizacdo de metais de
transicdo (Fe, Co, Ni, Y) junto ao grafite no &nodo promove a formagao de
NTCPS, pelo efeito do catalisador metalico auxiliando o crescimento dos
nanotubos (FERREIRA, 2003).

Na ablacdo a laser, o grafite solido € vaporizado pela irradiagao,
usualmente com laser pulsado, em atmosfera contendo gas inerte, de modo
que o fluxo de gas arrasta as espécies de carbono, podendo dar origem a

NTCPM, quando o grafite puro € submetido a ablagao, ou a NTCPS, quando se
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misturam metais de transigdo ao grafite neste processo. Sabe-se que os
nanotubos produzidos por ablagdo apresentam menos impurezas do que na
descarga por arco, sendo as impurezas esperadas principalmente particulas de
grafite, carbono amorfo, fulerenos e particulas metdlicas (FERREIRA, 2003;
VENKATARAMAN et al., 2019).

A producdo de nanotubos pelo método de CVD vem sendo
extensivamente empregada por permitir um melhor controle das variaveis. Este
meétodo se utiliza da decomposigado térmica de gases precursores, geralmente
hidrocarbonetos como acetileno, propileno e etileno, que ocorre em fornos a
temperaturas mais baixas (inferiores a 1.000 °C) com a presenca de um metal
catalisador. Neste processo, os nanotubos s&o nucleados e crescem a partir
dos atomos de carbono decompostos que formam depédsitos de carbono
(coques) na superficie do catalisador, sem a formagdo de intermediarios
aromaticos policiclicos, gerando os filamentos.de carbono que crescem
associados as particulas metalicas (HERBST et al., 2004; VENKATARAMAN et
al., 2019)

Os principais problemas associados aos métodos de produgdo sao a
geracdo de carbono amorfo e a presenga de metais como impurezas. No
entanto, os processos de sintese catalitica e CVD apresentam vantagens em
relacdo aos demais na otimizacdo dos processos para producdo de maior
quantidade de nanotubos com baixa quantidade de impurezas (HERBST et al.,
2004).

1.3. Producao industrial e aplicagoes

Em 2014, a producéao global de NTC estimada pelas industrias variou de
520 a 3.000 toneladas, sendo que producdo de NTCPM é mais abundante em
comparagdao com os NTCPS (JENSEN et al, 2015). As proje¢cdes do
crescimento do mercado mundial de nanotubos de carbono indicam uma
producao global de 4.000 toneladas em 2023 (GUPTA et al., 2022).

Por conta de suas propriedades mecanicas, elétricas e térmicas, o0 uso
de nanotubos de carbono tem sido descrito para diversas aplicacbes de
interesse industrial. Dentre as numerosas aplicacdes, verificam-se muitos

estudos adotando o uso de NTC em nanocompadsitos. Por exemplo, a utilizagao
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de NTC como materiais preenchedores para reforcar matrizes poliméricas,
como resinas epoxi (HER et al., 2017), vem sendo adotada para a obtencgao de
nanocompositos que apresentam melhor rigidez, forga especifica, estabilidade
dimensional e resisténcia quimica, com aplicagdes promissoras para industrias
aeroespaciais, automobilisticas e de materiais esportivos.

Outro uso nanotecnoldgico interessante de NTC é no reforgco da
borracha para aplicagdo como material selante em reservatérios e na
perfuracdo de pocgos e reservas profundas de petréleo, no intuito de conferir
maior dureza e for¢ca ao selante, em conjunto com flexibilidade e estabilidade
estrutural nas altas temperaturas e pressdes tipicas dessas profundidades
(DENG et al., 2011).

2. Nanotoxicologia

A Nanotoxicologia é uma subarea da Toxicologia que se ocupa de
investigar os efeitos potencialmente téxicos dos nanomateriais, os quais séo
definidos como estruturas na escala nanométrica ou de particulas com um
didmetro inferior a 100 nm. Assim sendo, um dos principais objetivos desta
area do conhecimento € determinar quais propriedades de nanomateriais
especificos acarretam efeitos toxicos, bem como conceber formas de
prevencao e tratamento desses efeitos (SINGH et al. 2019).

O tamanho reduzido dos nanomateriais reflete em uma maior area de
superficie, o que geralmente esta relacionado a um aumento na toxicidade
dessas substancias. Além disso, a sua forma também pode ser um fator que
influencia a toxicidade, a exemplo da estrutura fibrilar do asbesto e seus efeitos
toxicos bem documentados. Nesse sentido, o conhecimento acumulado sobre
toxicidade de fibras de asbesto levou ao “paradigma da patogenicidade das
fibras”, pelo qual se consideram como fatores preponderantes para a
patogenicidade dessas estruturas o baixo didmetro, comprimento e
biopersisténcia nos pulmdes.

Fibras muito finas apresentam baixo diametro aerodinamico (D.e), 0 que
implica uma maior eficiéncia da deposi¢ao pulmonar, de modo que fibras com
didmetros abaixo de 1 uym sao consideradas respiraveis por se depositarem

além do epitélio ciliado. Ja o comprimento de fibras acima de 15 ym indica uma
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fagocitose dificultada pelos macréfagos. Neste contexto, fibras longas e
biopersistentes induzem fagocitose incompleta ou frustrada, ativacao celular e
reduzida eliminagdo, com o desenvolvimento de inflamagé&o, fibrose e alguns
tipos de cancer, como o mesotelioma localizado no espaco pleural. Ja as fibras
longas e nao biopersistentes irdo se dissolver ou quebrar de modo a serem
eliminadas pelos macréfagos (DONALDSON et al., 2013).

Partindo-se dessas premissas, os nanotubos de carbono apresentam
seus diametros normalmente abaixo de 100 nm, morfologia tubular e alta razao
comprimento/diametro. Nesse sentido, os NTC apresentam caracteristicas que
podem influenciar sua toxicidade, como tamanho e forma, além de serem
essencialmente estruturas grafiticas, o que indica que ndo serédo soluveis em
pH neutro ou levemente acido, portanto, sendo potencialmente biopersistentes
(DONALDSON et al. 2006).

As avaliagdes nanotoxicologicas fornecem um apoio a nanotecnologia
na busca da avaliagdo de seguranga, com destaque para os estudos de
toxicidade pulmonar. O aumento vertiginoso na produgdo de NTC impulsionou
o desenvolvimento de estudos de exposi¢cao por via pulmonar, tendo em vista
0s possiveis riscos de exposi¢ao no meio ambiente e no ambiente de produgao
em escala industrial. Neste contexto, acredita-se que os principais riscos da
exposicdo aos NTC em humanos venham da inalagdo crdnica ocupacional
(ASCHBERGER et al. 2010).

De fato, a exposi¢cao ocupacional aos nanotubos de carbono fez com
que fosse estabelecido um limite de exposigdo recomendado de 1 ug NTC/m?,
considerando-se uma jornada de 40 horas semanais e 50 semanas anuais por
45 anos. Ainda, a recomendacao é de que se considere todos os tipos de
nanotubos de carbono como um perigo respiratorio e que as exposi¢des
ocupacionais estejam controladas, até que se possa compreender melhor a
associacao dos efeitos toxicos dos nanotubos com suas diferengas fisico-
quimicas (NIOSH, 2013).

A regulacdo sobre nanomateriais em geral vem crescendo
mundialmente. As agéncias FDA e EPA sao as principais entidades regulatérias
que se ocupam dos assuntos envolvendo nanotoxicidade nos EUA para a
liberacdo de produtos contendo nanomateriais. Similarmente, na Europa estas

atribuicoes sado conduzidas pela ERC e pela EURO-NanoTox. Em 2015, iniciou-
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se a participacao do Brasil no NANOREG, que é uma iniciativa internacional
visando apoiar estudos nanotoxicoldégicos para utilizacdo na tomada de
decisbes de agéncias reguladoras, como a Anvisa. Com isso, pretende-se
melhorar a regulamentacdo para a autorizacdo de produtos que tenham
nanomateriais incorporados. As atividades brasileiras do NANoREG incluiram
diversos grupos de pesquisa no pais, tendo sido a presente tese fruto da
participag&o da iniciativa, a qual teve o objetivo de contribuir na investigagao de
toxicidade em modelo animal através de exposicdo dos nanotubos de carbono
por via pulmonar. Nesse sentido, os protocolos utilizados e os nanomateriais
testados seguiram a padronizagdo como forma de se obter dados toxicoldgicos
em conjunto com as diversas instituicbes participantes.

Em relacdo a analise para liberacdo dos produtos com base
nanotecnoldgica, sabe-se que a avaliagdo de risco tem importantes fatores,
como a avaliagao de exposicao e de seguranca. Na avaliagdo da exposigao,
inclui-se o estudo da migragdo das particulas presentes nos produtos
acabados, como por exemplo pela sua liberacdo de materiais compdsitos,
devido ao fato de que nanocompostos liberados em condicbes de uso trazem
potenciais riscos a saude humana. Ademais, as agéncias valorizam estudos de
seguranca reprodutiveis para avaliacdo correta da toxicidade de
nanocompostos, isto é, através de avaliagdes nanotoxicolégicas (SINGH et al.
2019).

3. Avaliagcao da toxicidade pulmonar de nanocompostos

Os principais tipos de estudos nanotoxicolégicos por via pulmonar se
baseiam na administracdo de nanomateriais por inalacdo e por instilacdo
intratraqueal. Para a realizacdo de estudos de inalacdo, requer-se uma
estrutura bem desenvolvida que conte com camaras de inalacdo adaptadas de
acordo com o tipo de exposicdo inalatéria pretendida. Além disso, a
caracterizagao da nanoparticula e o controle da estabilidade quando se forma
um aerossol e da concentracdo na camara de inalagao € fundamental durante
o tempo de exposicdo nesses estudos. Tais estudos estdo bem descritos em

protocolos para avaliacdo de toxicidade, como o de toxicidade inalatéria
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subcrénica OECD n° 413 (OECD, 2008), e sao utilizados por diversos autores
(MA-HOCK et al. 2009; PAULUHN, 2010).

Esta abordagem por inalagdo € muito relevante por representar a
deposigao fisiologica do nanomaterial respirado. Todavia, ela apresenta alto
custo, demanda muito tempo e também grandes quantidades de nanomaterial.
Deve-se considerar ainda que a manutengao da dispersao do material no ar é
fundamental para a administracdo por inalagao, pois influencia diretamente na
dose de material depositada nos pulmdes em fung¢ao do didmetro aerodindmico
“respiravel”. O didmetro aerodindmico das particulas € definido como respiravel
quando, apoés inalagdo, as particulas se depositam na regidao alveolar, onde
poderdo ocasionar toxicidade, sendo que 50% das particulas com diametro
aerodinamico de 4 ym encontram-se na fragao respiravel (NIOSH, 2013).

A administragdo por instilagao intratraqueal vem sendo utilizada em
modelos animais para avaliar a toxicidade de compostos que podem causar
dano ao aparelho respiratério, apresentando maior conveniéncia por nao
depender de camaras de inalagdo, por permitir testes com pequenas
quantidades amostras, e por ser mais rapida e apresentar menor custo em
relacdo aos estudos por via inalatéria (LAM et al. 2004; HOUGAARD et al.
2013).

Como desvantagem da via intratraqueal, sabe-se que a via inalatéria é
considerada mais adequada para testar a toxicidade pulmonar de agentes
quimicos por mimetizar de forma mais realistica a exposicao que ocorre nos
humanos, enquanto a instilagdo intratraqueal faz com que o nanomaterial
escape do contato com as vias aéreas superiores, atingindo areas mais distais,
e que a velocidade da dose depositada nos pulmdes seja muito superior ao
processo inalatério, sendo a instilacdo denominada como bolus por esta
caracteristica. No entanto, deve-se levar em conta a impossibilidade de se
testar todos os nanomateriais produzidos por estudos de inalagéo, logo as
exposigdes intratraqueais surgem como importante via de administragao para
os estudos de toxicidade pulmonar (MORIMOTO et al., 2017).

4. Principais efeitos e mecanismos de toxicidade
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tecido conjuntivo fibroso. No caso de fibrose pulmonar, este processo implica a
perda permanente da funcao fisiolégica, através do engrossamento das
paredes alveolares e perda dos alvéolos, prejudicando a capacidade de difuséo
do oxigénio para trocas gasosas no local acometido (MONTANARI, 2016;
SHARMA et al., 2016).

O processo se inicia quando o agente toxico alcanga os alvéolos e causa
substancial morte celular das células epiteliais. A populagdo de macréfagos
alveolares residentes no pulméo, atraidas pelos mediadores liberados pelo
tecido lesado, inicia a eliminacdo do corpo estranho por fagocitose. Ainda, os
macrofagos produzem fatores de crescimento, como o FGF, que estimula a
proliferacdo dos fibroblastos produtores de colageno, bem como produzem
TGFB, responsavel pela diferenciacdo em miofibroblastos, os quais produzem
colageno e filamentos de actina associados a miosina, responsaveis pela
retragao do tecido cicatricial (SHARMA et al., 2016)

Além disso, os neutrdfilos também s&o atraidos ao epitélio lesado e
iniciam uma resposta inflamatéria, que podera ser prolongada se ndo houver a
eliminagcdo por fagocitose. A resposta inflamatdria € caracterizada pela
liberagdo de mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-18 e IL-8) e influxo de
leucdcitos, como neutrofilos, mondocitos e células T. Os mediadores liberados
estimulam a sintese de novas células epiteliais, que sofrem mitoses para
restabelecer o revestimento, e de novos vasos capilares que permitem a
migracao das células de defesa ao local (SHARMA et al., 2016).

Como resultado do processo, mediante a proliferacdo de fibroblastos e
sua diferenciacdo em miofibroblastos, ocorre aumento na producéao fibras de
colageno e demais componentes da matriz extracelular (como fibras
reticulares, fibras elasticas e a parte nao fibrilar chamada substancia
fundamental) (MONTANARI, 2016). Com a proliferagdo excessiva e deposigao
progressiva de matriz extracelular no septo alveolar, pode ocorrer o
espessamento das paredes alveolares com formagao de tecido cicatricial
fibrético que identifica a fibrose pulmonar.

O potencial dos NTC induzirem inflamacéo e fibrose pulmonar vem
sendo estudado e atualmente os trabalhos buscam compreender as diferengas
que sao observadas nos efeitos induzidos por esses nanomateriais em fungao

das suas variadas propriedades fisico-quimicas. Nesse sentido, ha indicios
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sugerindo que o comprimento dos nanotubos pode ser um fator relacionado a
maior potencial fibrético (POULSEN et al., 2015). Sabe-se que, devido ao
potencial de aglomeragcdo dos NTCPM, a funcionalizagdo de superficie é
utilizada como modo de melhorar a dispersao; no entanto, a modificacdo da
superficie também pode aumentar ou diminuir a fibrogenicidade. Outros
fatores, como o estado de dispersdao e presenga de impurezas, também

parecem ter influéncia nos efeitos relatados (SHARMA et al., 2016).

4.2. Estresse oxidativo e genotoxicidade

Os radicais livres ou espécies reativas sdo moléculas contendo ao
menos um par de elétrons desemparelhado, como o anion superoxido e
radicais hidroxila, que sao produzidas continuamente pelos sistemas
biolégicos. Essas moléculas altamente instaveis sdo envolvidas, quando em
baixos niveis fisiologicos, em diversos processos metabolicos e vias de
sinalizagao celular (VALKO, 2007). A homeostase celular ou equilibrio redox &
mantida a partir das defesas antioxidantes, que podem ser enzimaticas e nao
enzimaticas, e atuam no sentido de manter os niveis fisiolégicos de espécies
reativas sob controle (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O desequilibrio entre formagao de espécies reativas e sua inativagao
pelas defesas antioxidantes leva ao estresse oxidativo, condicdo na qual o
excesso de espécies reativas resulta em dano oxidativo a moléculas bioldgicas,
tais como proteinas, membranas lipidicas e o acido desoxirribonucleico (DNA).
Em condi¢cdes de estresse oxidativo, as fungdes biolégicas das biomoléculas
oxidadas sao alteradas, de modo que o dano oxidativo acumulado e nao
regenerado através da acgao antioxidante presente nos sistemas bioldgicos
pode levar a morte celular (BUBOLS et al, 2013; BARBOSA et al., 2010).
Nesse sentido, biomoléculas como os lipidios, amplamente distribuidos nas
membranas celulares, sao alvos dos ataques por espécies reativas, sendo os
acidos graxos insaturados particularmente suscetiveis a esse tipo de dano,
produzindo os chamados peréxidos lipidicos. Durante esse processo, forma-se
o malondialdeido (MDA) que €& um produto secundario envolvido na
peroxidacao lipidica (GARCIA et al., 2013).
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Dentre os sistemas antioxidantes, encontram-se os antioxidantes
enzimaticos, como superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, e os
antioxidantes n&do enzimaticos. O tripeptidio glutationa (GSH) é a principal
molécula antioxidante ndo enzimatica que atua como agente redutor, atuando
na manutencao da homeostase redox através dos grupos sulfidrilicos (POOLE,
2015).

O envolvimento de estresse oxidativo com os nanotubos de carbono
vem sendo demonstrado com o aumento de evidéncias especialmente sobre o
dano lipidico como um importante resultado do desbalango oxidativo celular e
tecidual promovido por nanotubos de carbono. Em estudo in vivo apos
instilagcao intratraqueal com NTCPM, demonstrou-se redugdo da capacidade
antioxidante e de glutationa, bem como aumento de dano lipidico (REDDY et
al. 2011). Além disso, considerando-se a relagéo entre inflamacgao e a produgao
de espécies reativas, por exemplo através da ativagado enzimatica de NADPH
oxidase, ha estudos apontando efeitos cardiovasculares em decorréncia da
exposicdo aos nanotubos de carbono (MOLLER et al. 2014
CHRISTOPHERSEN et al. 2016).

O DNA também é descrito como um alvo importante afetado pela
exposicdo aos nanotubos de carbono. O nanotubo de carbono com maior
quantidade de informacao disponivel sobre genotoxicidade € o MWCNT-7 ou
Mitsui-7, o qual encontra-se classificado pela IARC como possivelmente
carcinogénico (Classe 2B) (IARC, 2017). Tal fato estimula o interesse em
investigar o potencial genotéxico dos diversos outros tipos de nanotubos de
carbono de paredes multiplas.

Ha diversos estudos in vitro relatando a genotoxicidade de nanotubos de
carbono em linhagens celulares pulmonares (JACKSON et al. 2015; LOURO et
al. 2016) e trabalhos em animais expostos por via pulmonar indicando a
genotoxicidade de nanotubos de carbono, porém os resultados néao
apresentam relacdo dose-resposta muito evidente, havendo ainda as
diferengas entre os tipos de nanotubos de carbono testados (DONG e MA,
2015; POULSEN et al. 2016; HADRUP et al. 2017; RAHMAN et al. 2017; GATE
et al. 2019).

Outros estudos tém buscado compreender qual o papel das diferentes

propriedades fisicas e quimicas nos efeitos toxicos ao DNA dos nanotubos de
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DISCUSSAO




Os nanotubos de carbono de paredes multiplas sd&o um grupo
heterogéneo de nanocompostos que apresentam variagbes em formato, na
razao entre comprimento e largura, espessura da parede, presenga de
contaminantes, funcionalizagdo de superficie, etc (JACKSON et al., 2015;
POULSEN et al., 2017), fatores estes que podem determinar diferengas em
efeitos toxicolégicos entre os NTCPM. Assim sendo, a caracterizagao fisico-
quimica dos nanotubos de carbono se faz necessaria para compreender as
informagdes toxicologicas e, portanto, o risco associado a exposi¢ao aos
diferentes nanotubos de carbono, bem como avaliar as medidas de protecao e
vigilancia na saude ocupacional dos individuos expostos no ambiente de
trabalho.

Este estudo realizou a caracterizagdo fisico-quimica e avaliou a
toxicidade apds administracdo pulmonar de nanotubos de carbono
manufaturados listados como materiais de referéncia da OCDE, o que permite
um conhecimento da procedéncia e padronizacédo dos lotes dos nanomateriais
e comparabilidade dos resultados de caracterizacdo obtidos em demais
estudos.

Estudos de toxicidade pulmonar podem ser feitos através de
administragdes pela via intratraqueal, a qual € considerada uma boa estratégia
para garantir que a dose administrada chegue efetivamente no pulméao, logo
permitindo o controle da internalizagcdo do material administrado, evitando as
perdas que ocorrem pela via inalatéria (DRISCOLL et al., 2000). Por outro lado,
ha desvantagem no que se refere ao procedimento de nao ser fisioldgico, como
0 que ocorre na inalagdo, nem avaliar a exposicdo do material nas vias aéreas
superiores, como a laringe e traqueia, uma vez que o material instilado sera
direcionado as vias aéreas inferiores (GATE et al., 2019).

Outro aspecto contemplado no desenho experimental deste estudo foi
realizar instilagdes repetidas nos animais, o que permite uma simulaciao melhor
das exposicdes repetidas em ambientes ocupacionais; além disso, foram
avaliados os efeitos em diferentes tempos apds as exposigdes, isto €, em
periodos recentes (3 e 7 dias) e tardios (30 e 90 dias), permitindo uma

avaliacdo mais detalhada da continuidade dos efeitos avaliados.
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Por serem altamente hidrofébicos, os NTCPM testados foram dispersos
com a incorporagdo de polissorbato 80 a 0,1% no meio dispersante. A
utilizagdo de polissorbato 80 como agente dispersante para nanotubos de
carbono ja foi descrita previamente. KOBAYASHI e colaboradores (2011)
realizaram uma preparacao bem dispersa de NTCPS utilizando polissorbato 80
a 1% para administragcéo intratraqueal em ratos (KOBAYASHI et al., 2011).
Além disso, este mesmo agente foi empregado em outro estudo de instilagéo
em ratos (REDDY, 2012).

Ambos os nanotubos de carbono testados foram caracterizados e
comparados com dados de caracterizagao prévios (JACKSON et al., 2015;
RASMUSSEN et al., 2014), apesar do meio dispersante em tais relatos ter
incluido soro de ratos ou camundongos, ao passo que no presente estudo
substituiu-se o soro por polissorbato 80. De acordo com as analises de MET,
diferengas morfolégicas evidentes foram observadas entre os NTCPM. O NM-
401 apresentou-se como tubos alongados e espessos, enquanto o NM-403
demonstrou estrutura de tubos emaranhados curtos e finos. Estas
caracteristicas morfologicas estdo de acordo com os dados disponiveis
(RASMUSSEN et al., 2014).

O comportamento em relagéo ao diametro hidrodindmico em disperséo,
para os dois nanotubos, demonstra semelhangas na intensidade de pico
nanomeétrico, apesar do NM-403 ter apresentado outro sinal por volta de 10nm
de forma dose-dependente, podendo sugerir que a fragdo menor, aumentado
quanto maior a concentracdo de nanotubos na dispersao, pode ser decorrente
de quebras nos comprimentos dos nanotubos durante a sonicacdo, o que
poderia estar relacionado ao diametro menor observado para o NM-403 através
de microscopia eletrbnica de transmissao.

Os sinais na regidao micrométrica detectados indicam aglomeragao. Os
NTCPM apresentam uma caracteristica de aglomerar demonstrada
previamente (WANG et al. 2011; JACKSON et al., 2015), propriedade esta que
€ relacionada com as intera¢des van der Waals entre as camadas de carbonos
com hibridizagdo sp? (TAILOR, 2018). Resultados similares aos apresentados
neste trabalho foram relatados por WANG et al. (2011), que mostraram um pico
na regido micrométrica devido as interagdes hidrofobicas entre NTCPM, além

do pico maior na faixa nanométrica. Além disso, JACKSON et al. (2015)
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testaram ambos os NTCPM em outro meio dispersante e também observaram
aglomeragao dos nanotubos em dispersdo. Ademais, os dois nanocompostos
testados em nosso estudo mantiveram o mesmo padrao de distribuicdo de
tamanho hidrodinamico, tanto nas analises repetidas quanto no estudo de
estabilidade, o que indica que que as dispersdes permaneceram com
adequada estabilidade durante as horas entre a preparacdo e a administracéo
nos animais.

A espectroscopia Raman é uma analise importante que permite uma
avaliagdo rapida e nao destrutiva da estrutura do grafeno em nanotubos de
carbono, em que a banda G é relacionada as vibracdes planares dos atomos
de carbono e a banda D reflete os defeitos na estrutura sp® do carbono
(TAILOR, 2018). De acordo com os resultados, os espectros dos materiais
analisados mostraram elevada similaridade com os dados disponiveis na
literatura sobre esses nanotubos de carbono, o que confirma a identidade dos
materiais (RASMUSSEN et al., 2014).

As curvas de ganho de peso corporal dos animais nos tempos mais
recentes apods as exposi¢cdes demonstraram uma diminuigdo que pode ser
interpretada como sinal de toxicidade geral associada as administracoes
repetidas. No entanto, esta observagdo nao foi mais constatada apés 30 dias
das exposicdes, quando nao houve diferenca estatistica entre os grupos de
estudo; apds 60 e 90 dias das exposi¢cdes, houve um aumento de ganho de
peso nos grupos expostos em relagdo aos controles. Esta mudanga posterior
no ganho de peso relativo dos animais poderia ser explicada por uma
compensagao ao ganho de peso prejudicado nos periodos mais recentes.
Recentemente, KNUDSEN et al. (2019) realizaram um estudo com
administragdo intratraqueal unica com NM-401 e NM-403, onde n&o se
observaram diferengas no ganho de peso dos animais, apesar de relatarem
inflamacao pulmonar. No entanto, pode-se atribuir estes achados as diferencas
de espécie animal e no protocolo experimental. Adicionalmente, o efeito
sistémico observado pode ser explicado com base no achado de que NTCPM
podem se transportar pelo organismo apds a administragao intratraqueal por
translocacao pleural (FUJITA et al., 2016).

Os animais expostos a NTCPM apresentaram poucas alteragdes de

peso relativo dos 6rgaos, mais especificamente diminuicdes no figado do NM-

120



403 na dose alta e rim de ambos os nanotubos em altas doses, apos 30 dias e
90 dias das instilagdes, respectivamente. Redugéo em peso relativo dos 6rgaos
pode estar relacionada a uma baixa perfusdo sanguinea, diminuicdo de liquido
no 6rgao ou morte celular. Nado foram encontradas informacbes em estudos
anteriores sobre peso dos 6rgaos em relagdo aos NTCPM testados. Em um
estudo prévio, houve aumento de peso do pulmao apds instilacdo de NTCPS,
porém nao foram relatados dados de outros tecidos (KOBAYASHI et al., 2011).

Ha poucos trabalhos que avaliaram marcadores bioquimicos em plasma
de ratos expostos por instilagao intratraqueal (KAVOSI et al., 2018), e nao foi
possivel localizar estudos que investigaram um conjunto de diversos
parametros bioquimicos em animais expostos por via intratraqueal aos NTCPM
incluidos neste estudo, tendo em vista que os trabalhos disponiveis, em sua
maioria, privilegiaram a determinacdo destes marcadores em LBA ou foram
estudos de administragdo por inalagdo (MA-HOCK, 2009; PAULUHN, 2010;
PORTER et al., 2010; REDDY et al., 2012; WANG et al., 2011, POULSEN et
al., 2015).

KAVOSI e colaboradores (2018) relataram aumento dos niveis de
enzimas hepaticas apos exposicdes aos NTCPM, apesar dos autores
enfatizarem que os camundongos tratados com NTCPS apresentaram um
aumento mais pronunciado das transaminases (KAVOSI et al., 2018). Em
nosso estudo, os diferentes NTCPM testados ndo mostraram sinais de
toxicidade hepatica através dos marcadores plasmaticos. Todavia, alteragdes
transitérias em marcadores de fungéo renal foram demonstradas apés 3 dias
das instilagdes repetidas, uma vez que essas alteracbes ndo permaneceram
nos tempos mais tardios apds as exposigdes.

Em relagdo a enzima LDH, diversos estudos investigaram seus niveis
em LBA em avaliagbes de toxicidade pulmonar de diversos NTCPM,
principalmente em estudos de inalagao (PAULUHN, 2010; JOHANSSON et al.,
2017; HADRUP et al., 2017; RAHMAN et al., 2017; GATE et al., 2019). Por
exemplo, PAULUHN (2010) realizou um estudo de inalagéo subcronico de outro
tipo de NTCPM e mostrou niveis aumentados de LDH em LBA, o qual é
associado a dano pulmonar como resposta as exposi¢coes (PAULUHN et al.,
2010). Entretanto, ha poucos relatos na literatura sobre ambos os NTCPM

testados neste estudo.
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Demonstrou-se no presente trabalho que os niveis de LDH em LBA
foram aumentados apds 3 dias das instilagdes, tanto para NM-401 quanto para
NM-403 nas doses altas, apesar desta alteragao ndo se observar nos tempos
posteriores. Nossos resultados estdo em conformidade com outro estudo
recente, ainda que por diferente via de administragao, onde foram avaliados os
niveis de LDH no LBA, que se encontraram aumentados apods 3 dias da
inalagcdo com ambos NM-401 e NM-403. Os autores ainda observaram que,
apos 30 e 180 dias das exposi¢gdes ao NM-401, houve pouco ou nenhum
aumento de LDH, mas apdés 90 dias foram encontrados aumentos
significativos. Em relacdo ao NM-403 nos demais tempos, apenas pequenas
alteracdes em LDH foram observadas (GATE et al., 2019).

Este estudo n&o apontou alteragdes hematologicas, tampouco
mudangas na atividade da ALA-D nos animais expostos. Os resultados dos
hemogramas permaneceram dentro das faixas esperadas e, apesar de ter
havido um aumento de CHCM apds 3 dias das exposi¢cdes, ndo se pode
associar este achado isolado com algum disturbio de relevancia clinica.

Recentemente, trabalhos interessantes investigaram um panorama
amplo das principais vias afetadas pela exposigdo aos NTCPM, dentre elas as
vias de inflamacgao, cancer, fibrose e de resposta de fase aguda. Estes estudos
apresentam grande importancia por orientar quais seriam as principais vias
afetadas e os principais efeitos a serem esperados, no entanto ndo foi possivel
ainda ampliar estes achados para mais NTCPM ou indicar os componentes
proteicos ou celulares mais preponderantes nos danos decorrentes da
exposicao a esses nanocompostos (POULSEN et al., 2015; FUJITA et al., 2016;
POULSEN et al., 2017). Por outro lado, esta bem demonstrado na literatura o
papel da inflamacado pulmonar celular na resposta a exposicdo aos NTCPM
(PAULUHN, 2009, AISO et al., 2010; PORTER et al., 2010). O recrutamento de
células inflamatérias no tecido pulmonar vem sendo avaliado em lavado
broncoalveolar de animais expostos como parte do conjunto de analises dos
principais estudos padronizados de inalagdo, bem como de estudos de
instilagado pulmonar.

Outros mecanismos alvos de interesse quando se trata de exposicéao
aos nanotubos de carbono incluem dano ao DNA e estresse oxidativo. Dentre

as vias conhecidas de estresse oxidativo, destaca-se a formagdao de um
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produto gerado no ataque de espécies reativas de oxigénio (EROs) as
membranas lipidicas, denominado malondialdeido (MDA), que é, portanto,
utilizado como um biomarcador de dano lipidico (GARCIA et al., 2013).
Demonstrou-se neste estudo que os niveis de MDA estavam aumentados 3
dias apds as exposi¢cdes e que o dano lipidico ndo permaneceu nos tempos
pos-exposi¢cao posteriores. Similarmente, os niveis de MDA investigados em
outro estudo foram aumentados apdés 24 h de uma unica administragcao
intratraqueal realizada com outros tipos de NTCPM. Assim como no nosso
trabalho, em periodos subsequentes, o dano lipidico reduziu, apesar dos
autores terem encontrado ainda algum nivel de dano lipidico nas doses mais
elevadas apos 3 meses (REDDY et al., 2011).

A producdo aumentada de EROs é também responsavel por causar
oxidagédo de grupos tiolicos, levando a formacado de produtos que podem ser
regenerados através de agentes redutores presentes nas células como a
glutationa. De fato, o tripeptideo GSH €& a principal molécula de baixo peso
molecular contendo grupos tidis, a qual esta envolvida de forma ubiqua em
processos biolégicos de equilibrio redox (POOLE, 2015). Observou-se no
grupo NM-401 apods 3 dias das exposi¢oes um aumento de GSH concomitante
ao aumento de MDA. Os dados nos levam a concluir que, durante o periodo
das instilacbes repetidas, deve ser iniciado o processo de estresse oxidativo,
possivelmente em conjunto com uma esperada deplecdo de glutationa, o que
pode ter desencadeado um efeito compensatério para aumentar as reservas de
GSH, de modo que tais reservas tiveram um aumento imediatamente apés o
final das administragbes. Ha um entendimento na literatura de que a
quantidade de glutationa produzida pelas células € muito superior a necessaria
para sequestrar EROs, o que reforca o papel da GSH em outras funcdes
celulares. Outro aspecto € que uma pequena fragdo da glutationa € oxidada por
meio das espécies reativas, havendo na maioria das condigdes um rapida
recuperacédo e sintese de GSH para que se tenha a renegeracdo da fonte
tilica para compensar os danos (BOYSEN, 2017).

Ha ainda preocupacdo no que se refere aos efeitos genotdxicos ou
mesmo o desenvolvimento de cancer. Esta preocupacado se da em face do
NTCPM chamado MWCNT-7 ou Mitsui-7, o qual € um nanotubos longo (> 5um)

e espesso (90 nm) ja classificado pela IARC como possivelmente
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carcinogénico para humanos (Grupo 2B), apesar de ndo haver evidéncias a
respeito dos demais NTCPM, que continuam né&o classificaveis em relagao a
carcinogenicidade aos humanos (IARC, 2017). Os nanotubos de carbono aqui
testados e avaliados apo6s 3 dias da ultima instilagdo repetida nao
apresentaram sinais de dano ao DNA através do ensaio cometa alcalino ou
pelo teste de micronucleos. Ainda assim, continua sendo necessario que mais
trabalhos se dediquem a investigar a genotoxicidade e outros mecanismos
celulares afetados por nanotubos de carbono para que se possa tirar maiores
conclusbes a respeito da toxicidade apds exposi¢cdes pulmonares a esses
nanocompostos.

Com base nos dados deste estudo, pode-se concluir que os NTCPM
testados induziram, apés 3 dias das exposicbes, alteragbes sistémicas e
pulmonares, transitorias e persistentes, que se apresentaram no periodo mais
recente apds as instilagbes e algumas permaneceram com o aumento do
tempo apds exposigao. As constatagdes de pesos relativos hepaticos e renais
reduzidos podem indicar que algum grau de dano tecidual pode ter se instalado
posteriormente, uma vez que foram vistas nos tempos mais tardios apos as
exposi¢des, devendo, portanto, ser avaliadas em conjunto com os achados
isolados de alteragdes histologicas desses orgaos, bem como em mais
estudos, para conclusées mais definitivas sobre dano tecidual persistente. De
qualquer maneira, os resultados apontam para a ocorréncia de dano
extrapulmonar apo6s as instilacbes intratraqueais apds tempos mais
prolongados, o que esta de acordo com estudos de biodisponibilidade dos
nanotubos de carbono em que se aponta a translocacdo dos nanotubos
acumulados nos pulmdes para a pleura e linfonodos, de onde podem se
distribuir para 6rgaos distais como figado, rins e bago (JACOBSEN et al.,
2017).

Por fim, é relevante considerar que a dose alta testada no presente
trabalho corresponde ao limite de exposi¢cao recomendado pela NIOSH para
nanotubos de carbono de 1 ug/m?®, estimado para exposigédo de trabalhadores
de 40 horas semanais por 45 anos (NIOSH, 2013; GATE et al., 2019), na qual
algumas alteragbes transitorias puderam ser constatadas, bem como as
alteragdes teciduais persistentes. Nesse contexto, os resultados obtidos

contribuem para elucidar mais sobre os efeitos tdxicos envolvidos apds
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exposi¢cdes pulmonares repetidas nas doses administradas dos dois NTCPM.
Considerando que se tratam de nanomateriais produzidos industrialmente,
existe ainda muito espacgo para se estudar individualmente os nanotubos de
carbono ou até mesmo revisar os limites de exposi¢cao. Ainda que os efeitos
toxicos observados tenham se apresentado transitérios nas condi¢cbes
experimentais, outros efeitos foram persistentes, como o dano tecidual

pulmonar.
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CONCLUSOES







R/

R/
L X4

*

K/
L X4

Os nanotubos de carbono NM-401 e NM-403 foram bem caracterizados
na forma sdlida e nas dispersdes, apresentando adequada estabilidade

para administracao;

Os dois nanotubos de carbono testados apresentaram toxicidade

sistémica e pulmonar apos instilagdes repetidas;

Os marcadores bioquimicos renais e de estresse oxidativo apontam para
danos transitérios no periodo recente apds as exposi¢des intratraqueais,

quando comparados ao controle veiculo;

Os animais expostos apresentaram sinais de toxicidade sistémica
transitoria, comparados ao controle veiculo, através da redugdo no
ganho de peso, observado no periodo préximo ao final das exposigcdes

pulmonares;

O dano pulmonar foi observado pelo aumento da liberagdo de LDH apés
3 dias das exposi¢cdes a ambos os nanotubos de carbono testados,

comparados ao controle negativo.

Houve dano pulmonar em ambos os tipos de NTCPM na analise
histopatolégica, dentre eles espessamento do septo alveolar, granuloma,

pontos hemorragicos e fibrose.

A ocorréncia de alteragdes histologicas extrapulmonares e a redugao do
peso relativo dos tecidos hepaticos e renais indicam a ocorréncia de

dano em tempos mais prolongados apds as exposigoes.

Os nanotubos de carbono ndo demonstraram genotoxicidade apods 3
dias das exposi¢cdes pulmonares através da analise de dano ao DNA no

tecido pulmonar e em medula éssea.
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PERSPECTIVAS







<+ Avaliar a genotoxicidade em mais tempos apos as administragcoes
intratraqueais em relacdo ao ensaio cometa em tecido pulmonar e do

teste de micronucleos em amostra de medula é6ssea.
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