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"Hoje, a questdo bdsica jd ndo é mais se podemos produzir alimentos, farmacos, energia,
produtos em quantidade suficiente, mas quais as consequéncias ambientais disso. Na velocidade
vertiginosa da destruicdo da biosfera, da atmosfera e até da estratosfera, cujas composicoes
quimicas afetam os organismos em geral e a humanidade em particular, dentro de algumas
dezenas de anos custard uma inconcebivel fortuna a pesquisa bdsica visando a uma extensdo do
periodo remanescente do homem no planeta. O drama ndo consiste tanto na capacidade do
homem de alterar o ambiente, mas no desejo de alterd-lo antes de entender com precisdo os

fatores que governam a estrutura e o funcionamento desse meio"

Prof. Otto Richard Gottlieb
1921-2011
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Resumo

Neste trabalho foram estudados aspectos de purificagdo e caracterizagao de
nanotubos de carbono de parede miultiplas, bem como suas interagcdes com
diferentes niveis de organiza¢do dos biossistemas. Os nanotubos foram purificados
e caracterizados ap0s tratamentos quimicos com HNOj;, HCl e NaOH em sistema
de refluxo convencional, sendo obtido nanotubos com pureza > 98,5 % (livres de
ferro) e livres de residuos carbonédceos. Para expressar os reflexos da interagdo dos
nanotubos purificados com os biossistemas selecionados foi adotada uma
abordagem sistémica (Nivel Ecolégico > Nivel Imunolégico > Nivel Celular-
molecular). Os principais resultados desta interacdo foram: 1) auséncia de
ecotoxicidade aguda para o organismo aqudtico Daphnia similis, quando dispersos
em biossurfactantes produzidos pelo microorganismo Bacillus subtilis, 1) auséncia
de efeito mutagénico sobre linhagens de Salmonella typhimurium (Teste de Ames);
ii1) desenvolvimento de um eficiente processo para tratamento de efluente contendo
residuos carbondceos provenientes da etapa de purificacao dos nanotubos; 1v) efeito
imunoestimulatorio (adjuvante) em camundongos geneticamente selecionados e, v)
capacidade de internalizacdo celular e efeito citotoxico em astrécitos primarios in

vitro, via inducdo de morte celular programada (apoptose).
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Abstract

In this work, aspects of the purification and characterization of multiwalled
carbon nanotubes were studied as well as their interactions with different
organization levels of biological systems. The carbon nanotubes were purified and
characterized after chemical treatments with HNO;, HCl and NaOH under
conventional reflux system. It was obtained nanotubes with purity > 98.5% (iron
free) and without carbonaceous byproducts. A systemic approach (Ecological level
> Immunological level > Cellular-molecular level) was used to represent the carbon
nanotube interactions with biological systems. The main results regarding the
interactions were: 1) absence of acute ecotoxicity to Daphnia similis aquatic
organism when the nanotubes were dispersed with biosurfactant produced by
Bacillus subtilis microorganism; ii) absence of mutagenic effect to Salmonella
typhimurium strains (Ames Test); 111) development of an effective process for
effluent treatment containing carbonaceous byproducts originated from carbon
nanotube purification process; iv) immunostimulant effect (adjuvant) in genetically
selected mice; v) cellular internalization capacity and cytotocity effect on in vitro

primary astrocytes by inducting programmed cell death (apoptosis).
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Abreviaturas, siglas e simbolos

0 = deformacao

v = estiramento

A = comprimento de onda

ABNT = Associagao Brasileira de Normas Técnicas

Annexin-V = cellular protein in the annexin group (cytotoxicity assay)
BET = método para avaliagcdo da drea superficial

BioS = biossurfactante bruto de Bacillus subtilis LSFM-05

BSA = bovine serum albumin

CVD = deposicao quimica de vapor (método de sintese de NTCs)

CLs( = dose minima para causar a morte de 50% da populagado estudada
CEsy = dose minima para causar uma resposta em 50% da populacdo estudada

CE(I)5o= dose minima para causar a imobilidade de 50% das Daphnia similis no teste de
toxicidade aguda.

CENO = concentragdo de efeito ndo observado

DLS = Dynamic Scattering Light

DMEM = Dulbecco's Modified Eagle Medium (meio para cultura de células)
DAPI = diamidino phenylidole (DNA staining)

EU = European Union

ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ESI FT-ICR/MS = Electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometry

EDS = energy-dispersive X-ray spectroscopy

FCCs = fragmentos de carbono carboxilados [oxidation debris)
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FT-IR = Fourier transform infrared spectroscopy

HDT = hidrotalcita (argila sintética)

LDH = lactate dehydrogenase (citotoxicity assay)

MTT = Dimethylthiazol diphenyltetrazolium bromide (citotoxicity assay)
NR = neutral red (citotoxicity assay)

N&N = nanociéncia e nanotecnologia

NTCs = nanotubos de carbono

NTCPS = nanotubos de carbono de parede simples

NTCPM = nanotubos de carbono de parede multiplas

OPD = o-phenylenediamine (ELISA reagent)

PA = para anélise

PBS = phosphate buffered saline

PI = propidium iodide (citotoxicity assay)

REACH = Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals
Raw = nanotubos bruto (amostra pds-sintese)

SEM = scanning electronic microscopy

SFB = soro fetal bovino

TUNEL = terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (citotoxicity
assay)

TEM = Transmission electronic microscopy
TGA = Thermogravimetric analysis
UV-Vis = Ultraviolet-visible spectroscopy

u.a. = unidades arbitrarias
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1. Consideracoes iniciais

Um dos maiores desafios deste século é o desenvolvimento com
sustentabilidade. Para isto, € consenso, que devemos buscar um modelo de gestdo
que contemple: viabilidade econdmica, equilibrio ambiental, inclusdo com justica

. - . . 13
social e preservacdao da diversidade cultural

. Naturalmente, a nanotecnologia
deve ser incluida nessas discussdes, por ser uma tecnologia em expansio e seus
produtos (nanomateriais) apresentarem elevada reatividade quimica com aplicagdes

. . . . 45
em diversos setores industriais .

As implicagdes da nanotecnologia podem ser observadas, por um lado, pela
participacdo e cobranca de alguns setores da sociedade organizada em estabelecer
marcos regulatérios, medidas de precaugdo e avaliagdo dos possiveis riscos para a

saide humana e ambiental®”

, € por outro, para a exploragdo do seu potencial
econdmico e cientifico-tecnolégico, com o desenvolvimento de processos,
metodologias e protocolos para sintese, preparacao, purificacdo, funcionalizacio e
caracterizacdo fisico-quimica de materiais em escala nanométrica. Segundo
estimativas recentes, existem cerca de 2.450 tipos de nanomateriais disponiveis
comercialmente [Nanowerk Nanomaterial Database™ ",

Dentro deste contexto, duas novas areas do conhecimento denominadas
Bionanotecnologia e Nanotoxicologia estdo emergindo, onde somente praticas de
pesquisa multidisciplinares serdo capazes de explorar a bionanointerface e
responder, de maneira proativa, aos potenciais efeitos nocivos dos nanomateriais

: . 11,12
frente aos biossistemas °.

Contudo, neste emergente campo, uma das questdes basicas € o proprio

tratamento conceitual das entidades. Sem, obviamente, tirar a relevancia dos
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trabalhos, é, por exemplo, muito comum nos trabalhos da 4rea de nanotecnologia a
utilizagdo da seguinte frase: ...interacdo de nanomateriais com sistemas
biolégicos...; contudo, ndo se esclarece o que se entende por sistemas biolégicos ou
biossistemas. Pela bibliografia observa-se que, ndo existe uma defini¢do consensual
estabelecida, e nem rigor na utilizacdo destes termos'>'”. Aparentemente, 0 que

) ~ . ~ 16-18
temos € uma noc¢ao ou conceitos em construcao

. Na Biologia, o conceito
corrente adotado para estes termos advém da influéncia de abordagens sist€micas
depois da década de 50, com os biossistemas podendo ser entendidos como um
complexo conjunto de elementos correlacionados envolvendo componentes do

. 1920
mundo vivo .

Um dos aspectos fundamentais ressaltados pela abordagem sistémica no
estudo de sistemas vivos € o fato de concebé-los como sendo hierarquicamente
organizados (das biomoléculas a biosfera), e sua esséncia € a interconectividade
entre todos os niveis envolvidos na organizag¢io, construida e apurada ao longo de
3,5 bilhdes de anos de vida na Terra®'. E, portanto